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Introduction générale 
La détection et le dosage de molécules spécifiques dans un environnement donné (eau, air, sang, …) est l'objet 
depuis plus de 40 ans de recherches poussées de la part de la communauté scientifique internationale pour des 
domaines qui n'ont cessé de s'élargir. Le principe de cette détection consiste à faire réagir des molécules cibles 
(antigènes, anticorps, peptides, fragments d’ADN) présentes dans un liquide avec une surface comportant des 
petites zones possédant chacune une famille bien déterminée de molécules permettant la capture locale de 
certaines cibles par reconnaissance moléculaire. La transformation de ces événements biologiques en un signal 
physique mesurable permet ensuite de révéler la présence et la quantité de molécules cibles dans l’échantillon 
testé. De nombreuses techniques (radioactive, électrochimique, électrochimioluminescente, magnétique ou 
encore optique) ont été mises au point pour réaliser cette transduction des signaux biologiques en signal 
physique en fonction des besoins et contraintes des détections à réaliser. 
Aujourd'hui les recherches s'orientent en particulier vers des capteurs permettant la détection simultanée de 
plusieurs molécules cibles et vers la miniaturisation des dispositifs pour satisfaire un nombre grandissant 
d'applications présentant chacune leurs contraintes :  
− la pharmacie (criblage de molécules au potentiel thérapeutique) et la génomique qui demandent une 
forte parallélisation des expériences pour le criblage de molécules, 
− le diagnostique clinique qui demande une utilisation simple et rapide, 
− l'environnement et la santé qui nécessitent une utilisation hors laboratoire grâce à des appareils  
portables, robustes, autonomes, présentant une forte sensibilité et une bonne spécificité de détection. 
Ces appareils doivent permettre une analyse en continu (surveillance de sites), dans des endroits parfois 
difficiles d'accès, 
− l'agro-alimentaire qui demande une utilisation hors laboratoire et une détection dans des milieux 
pouvant être très complexes, 
− la défense qui nécessite une utilisation sur le terrain (compacité, robustesse, autonomie, simplicité 
d'utilisation) et des limites de détection très faibles en fonction des agents pathogènes à détecter. 
L'ensemble de ces contraintes fait qu'aujourd'hui les méthodes de transduction les plus utilisées sont les 
méthodes optiques (fluorescence, résonance de plasmon de surface (SPR)) (Ligler 2002). En effet, l’optique 
ouvre les perspectives d'une forte miniaturisation des dispositifs tout en autorisant de très bonnes performances 
de détection et, liée à des systèmes micro fluidiques, une automatisation des protocoles de mesures. 
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C'est dans ce contexte que le Laboratoire d'Imageries et des Systèmes d’Acquisition (LISA) du CEA Grenoble, 
en collaboration avec le Laboratoire d'Etude et de Recherche en Immunoanalyse (LERI) du CEA Saclay a 
développé une instrumentation compacte pour biocapteur basé sur une détection optique par fluorescence. Cet 
instrument utilise le couplage en champ proche de l’émission de fluorophores dans le substrat afin de collecter et 
détecter le signal de fluorescence témoin de la présence de molécules cibles dans l’échantillon (Galland 2004, 
Schultz 2007). 
Toutefois, les nombreuses contraintes liées aux applications nécessitant une détection hors laboratoire 
demandent une plus grande miniaturisation du dispositif actuel ainsi que la possibilité de faire facilement évoluer 
le nombre et le type de molécules cibles pouvant être détectées, c'est-à-dire le nombre et la taille des différentes 
zones de reconnaissances moléculaires. C’est cet objectif qui a motivé les travaux qui vont être présentés au 
cours de ce mémoire de thèse. 
Le travail de thèse a alors eu pour but de rechercher les possibilités d’intégrer les sources d’excitations 
directement dans le composant de l’instrument. Pour cela, les sources organiques de type OLED, de par leurs 
avantages vis-à-vis des LED inorganiques et leur faculté à être réalisées sur des supports aussi bien en verre 
qu’en plastique, ont été choisies pour être intégrées. Cependant, les contraintes liées à une détection de 
fluorescence et à la configuration de l’instrument ont nécessité d’adapter les propriétés spectrales et spatiales 
d’émission de ces sources. De plus, la collecte des signaux de fluorescence par le composant (Galland 2004) 
dans lequel on cherche à intégrer les sources d’excitation a demandé de chercher une structure compatible 
permettant ces deux opérations. Le travail de thèse s’est donc articulé autour de l’étude des propriétés d’émission 
des molécules luminescentes en fonction de leur environnement afin de connaître et d’optimiser à la fois : 
− la collecte de la fluorescence dans le composant de l’instrument, 
− les propriétés d’émission des sources organiques et les possibilités de les modifier. 
En effet, depuis les travaux de Drexhage et al. (Drexhage 1974), de nombreuses études ont montré la possibilité 
de modifier les propriétés d‘émission de molécules luminescentes selon leur environnement. 
Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous effectuerons une description détaillée du principe de 
fonctionnement des biocapteurs et en particulier des moyens de transduction des signaux biologiques en signaux 
physiques. L’analyse de ces différentes méthodes vis-à-vis des contraintes que nous sommes fixées pour une 
recherche d’agents pathogènes hors laboratoire nous amènera à présenter le dispositif mis au point au 
laboratoire, dispositif que nous avons cherché à miniaturiser au cours de ce travail de thèse. Les objectifs du 
travail seront finalement détaillés en fin de chapitre. 
Dans le chapitre deux, une analyse de ces objectifs nous permettra de définir une structure commune permettant 
d’étudier à la fois les propriétés d’émission des sources OLED et les phénomènes de collecte de la fluorescence 
dans le composant. Une étude théorique des performances de l’instrument nous permettra ensuite de définir les 
contraintes de filtrage et de directivité des sources d’excitation pour obtenir des sensibilités de détection 
acceptable par rapport aux applications visées. A partir de travaux présentés dans la littérature scientifique, 
différents modèles permettant de simuler les propriétés d’émission d’un dipôle en fonction de son environnement 
seront ensuite présentés. Ces modèles nous permettront de simuler la fois le couplage en champ proche de la 
fluorescence dans le composant ainsi que les propriétés d’émission de sources OLED. Nous montrerons alors 
l’intérêt de la configuration de l’instrument développé au laboratoire par rapport à des instruments similaires 
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décrits dans la littérature. 
Enfin, le chapitre 3 sera consacré à l’étude expérimentale et à la modélisation des propriétés d’émission d’un 
dipôle en fonction de son environnement. Nous montrerons alors qu’une couche mince de fort indice de 
réfraction déposée à la surface du composant peut permettre d’améliorer d’un facteur d’environ deux la 
sensibilité de détection de l’instrument sans toutefois confiner le signal comme nous nous y attendions. D’autre 
part, l’étude des propriétés d’émission d’un dipôle dans une cavité Fabry Pérot nous permettra de définir une 
solution pour modifier ces propriétés d’émission pour des sources de type OLED dans l’optique de leur 
intégration dans le composant de l’instrument développé au laboratoire. 
Enfin, nous conclurons sur le travail effectué et la possibilité d’intégrer les sources d’excitation dans le 
composant de l’instrument, et présenterons les perspectives que ce travail a apportées au sein du projet et plus 
généralement dans le domaine des biocapteurs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Chapitre 1. Contexte du travail de thèse 
1.1. Introduction 
Le travail de thèse décrit dans ce mémoire s’inscrit dans un des projets du laboratoire d’accueil, le laboratoire 
LISA (Laboratoire d’Imagerie et des Systèmes d’Acquisitions) du CEA – Grenoble, qui consiste à mettre au 
point un système de détection d’agents pathogènes utilisable à l’extérieur de laboratoire et ce pour des 
applications très variées. Ce premier chapitre a pour but de présenter le contexte et les enjeux d’une telle 
détection afin de positionner le travail qui a été réalisé au cours de cette thèse. 
Dans un premier temps, un cahier des charges pour le système d’analyse d’agents pathogènes que l’on cherche à 
mettre au point sera défini à partir des différentes applications visées. Puis nous montrerons en quoi consiste un 
tel système d’analyse en nous focalisant plus particulièrement sur l’étape d’analyse de l’échantillon qui constitue 
notre domaine de compétence. 
Différentes méthodes d’analyse décrites dans la littérature seront ensuite présentées et nous les comparerons au 
cahier des charges qui aura été défini. Cela nous permettra de converger sur une méthode répondant à l’ensemble 
de nos contraintes : la fluorescence. Puis, après avoir montré les limites intrinsèques des principales techniques 
concurrentes, l’instrumentation développée dans notre laboratoire sera présentée. 
Enfin, une description des objectifs spécifiques du travail de thèse sur l’instrument mis au point dans le 
laboratoire LISA sera effectuée. 
1.2. Cahier des charges 
1.2.1. Définition 
Les systèmes d’analyse biologique d’échantillons sont des instruments permettant de détecter spécifiquement la 
présence de molécules d’intérêt ou d’agents pathogènes, appelés "analytes" ou "molécules cibles", dans un 
échantillon donné. Ces systèmes d’analyses regroupent différentes fonctions de manipulations d’un échantillon, 
dont le système de détection des agents pathogènes à proprement parler, qui est généralement appelé biocapteur 
ou biopuce. 
D’après la définition donnée par l’IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), les biocapteurs, 
ou biopuces sont des « instruments compacts conçus pour produire un signal, discret ou continu, proportionnel à 
la concentration d’un analyte ou d’un groupe d’analytes, présents dans un échantillon qui combine un élément 
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d’origine biologique appelé biorécepteur et un transducteur représentant le mode de détection » (Thevenot 2001). 
Le biorécepteur est capable d’interagir spécifiquement avec un analyte donné et d’induire de ce fait une 
modification d’ordre chimique ou physique. Le transducteur est, quant à lui, l’élément qui exploite cette 
modification pour la transformer en un signal physique mesurable (optique, électrique, …). 
Il est classiquement établi que le terme biocapteur définit plus particulièrement les instruments permettant la 
détection d’un ou de quelques analytes, alors que le terme "microarrays" représente des composants permettant 
une importante parallélisation de ces mesures. Par exemple, la société Affymetrix a développé et commercialise 
une biopuce permettant la détection de plus de 200 000 séquences d’ADN différentes sur une surface de 25 mm². 
Le terme "biopuce" est, quant à lui, un terme plus générique utilisé pour désigner tous les microsystèmes 
appliqués à des applications en biologie. Ces microsystèmes effectuent l’ensemble des étapes depuis la 
transformation d’un échantillon biologique (purification, changement de phase, amplification, …) jusqu’à la 
détection des analytes présents dans cet échantillon. 
1.2.2. Applications envisagées 
Depuis plus de trente ans, les systèmes d’analyses biologiques ont connu un essor très important car leurs 
domaines d’applications sont multiples. Le diagnostic clinique (identification de pathogènes chez l’homme ou 
l’animal) est évidement un domaine pour lequel ces systèmes constituent un outil puissant. La génomique, pour 
l’établissement de cartes du génome, l’identification de nouveaux gènes, ou encore l’étude de la fonction de 
gènes et leur séquençage, sont aussi très demandeurs de ce type de technologies. De même, le domaine de la 
pharmacie pour le criblage de molécules d’intérêt représente un champ d’application important pour les 
biopuces, car ils requièrent une parallélisation massive des analyses. 
Aujourd’hui, de nouveaux domaines d’applications se sont développés, impliquant de nouvelles contraintes sur 
les instruments liées à l’environnement d’utilisation et aux types de molécules que l’on veut détecter. En effet, de 
nombreux travaux de recherche visent à mettre au point des systèmes permettant d’effectuer des analyses hors 
laboratoire, voir directement sur le terrain, comme : 
− les analyses chez le médecin ou dans des points de santé non exécutées par un spécialiste, 
− les analyses à domicile (comme le diagnostic de grossesse, le dosage du diabète, …), 
− les analyses dans les ambulances pour préparer les hospitalisations d’urgence, 
− les applications militaires sur le terrain des opérations (pour la protection des troupes) ou sur le territoire 
(protection civile), 
− le suivi de l’environnement pour la détection de polluants d’origines industrielle, agricole ou naturelle, 
− le suivi des chaînes agroalimentaires. 
Il est par ailleurs nécessaire de pouvoir détecter des analytes de nature très variée : 
− Protéines, toxines, 
− Virus ou bactéries, 
− Brins d’ADN,  
− Gaz, … 
Cependant, malgré les efforts consentis ces dernières années sur les instruments conventionnels pour améliorer 
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leur compacité, leur ergonomie, et mettre au point des méthodes de traitement de l’information automatique, il 
n’est pas encore envisageable aujourd’hui de les utiliser sur le terrain. 
C’est dans ce contexte, et pour les applications définies ci-dessus, que le CEA a recherché à mettre au point un 
système de détection d’agents pathogènes utilisable hors laboratoire. 
1.2.3. Contraintes imposées pour une application hors laboratoire 
Détaillons, à présent, ces contraintes imposées sur les dispositifs de détection d’agents pathogènes par ces 
nouvelles applications hors laboratoire. 
Ils doivent être extrêmement compacts et robustes afin d’être transportables directement sur le terrain où l’on 
désire faire les mesures, voire portables par un unique individu et faciles d’utilisation pour être manipulables par 
des non-spécialistes. Un des axes de recherche pour y parvenir est alors d’intégrer au maximum les fonctions de 
détection dans le composant du biocapteur afin de réduire les déréglages possibles, ainsi que les interfaces opto-
mécaniques et les composants optiques conventionnels généralement volumineux (amélioration de la robustesse 
et de la compacité du dispositif). 
Ces dispositifs doivent être autonomes (utilisation potentielle sur batteries) pour des applications de surveillance 
sur de longues périodes de temps et dans des zones non desservies par un réseau électrique. Il sera donc 
nécessaire de choisir des composants à faible consommation énergétique (LEDs, photodiodes MOS, détecteurs 
non refroidis) afin d’améliorer l’autonomie de tels systèmes. 
D’autre part, certaines de ces nouvelles applications consistent à réaliser des opérations de surveillance 
(protection civile sur le territoire, suivi de l’environnement) qui nécessitent une lecture en continu de 
l’échantillon, afin de pouvoir donner une alerte dès l’apparition des agents pathogènes recherchés. La réalisation 
de telles mesures en continu impose alors des contraintes sur la méthode d’analyse utilisée. Il est nécessaire de 
pouvoir effectuer la lecture de l’échantillon en temps réel, par exemple en réduisant le nombre d’étapes de la 
réaction biologique : une étape de lavage de l’échantillon n’est pas compatible avec une lecture en continu. 
Les dispositifs doivent ensuite être robustes tant au niveau de l’instrumentation qu’au niveau de l’analyse et du 
rendu des résultats et posséder de bonnes sensibilité et spécificité de détection pour rapidement signaler un 
problème (surveillance du territoire, détection et suivi de pollutions, …). Il faut donc limiter au maximum la 
contribution des signaux non spécifiques (adsorption non spécifique, adsorption non localisée, autofluorescence 
de l’échantillon,…) qui peuvent fortement limiter les performances de certaines méthodes d’analyses comme 
nous le verrons par la suite. 
Enfin, les applications hors laboratoire demandent des instruments capables de détecter plusieurs agents 
pathogènes sur une même puce afin de limiter le nombre de systèmes en parallèle. Il est donc nécessaire de 
développer des instrumentations multiplexes, c'est-à-dire capable de détecter de manière indépendante et 
simultanée plusieurs agents pathogènes dans un échantillon. 
En résumé, le système que l’on cherche à mettre au point doit répondre aux contraintes suivantes : 
− il doit être aisément transportable hors laboratoire, c'est-à-dire avoir une instrumentation compacte et 
robuste, 
− il doit être ergonomique pour être facilement utilisable sur le terrain et avoir une faible consommation 
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d’énergie afin de pouvoir réaliser des mesures de surveillance de façon autonome, 
− il doit avoir de très bonnes sensibilité et spécificité de détection, 
− il doit permettre la détection simultanée et indépendante de plusieurs agents pathogènes, c'est-à-dire être 
multiplexe, 
− enfin, il doit être capable d’effectuer des mesures en continu pour les applications de surveillance. 
Une description du principe de fonctionnement global d’un système d’analyse biologique va maintenant être 
effectuée. Nous nous focaliserons ensuite sur l’étape de détection des agents pathogènes qui constitue l’étape clé 
pour la mise au point de systèmes utilisables hors laboratoire ce qui nous permettra de justifier le choix de la 
méthode de détection retenue pour notre instrument. Les objectifs du travail de thèse seront finalement détaillés à 
la fin de ce chapitre. 
1.3. Description d’un système d’analyse 
Un système d’analyse biologique, tel que nous l’avons défini, doit permettre de détecter spécifiquement la 
présence de molécules cibles dans un milieu donné. Cela nécessite plusieurs étapes pour collecter, détecter puis 
analyser les résultats. On peut ainsi définir quatre étapes principales dans tout système d’analyse biologique (voir 
Figure 1.1) : 
i. une étape de collection ou de prélèvement d’un échantillon, 
ii. une étape pré-analytique de traitement de l’échantillon, 
iii. une étape d’analyse qui est l’étape de détection des molécules cibles dans l’échantillon, 
iv. une étape d’interprétation des mesures. 
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Figure 1.1. Schéma simplifié des différentes étapes du déroulement d’une analyse biologique, du 
prélèvement de l’échantillon à l’interprétation des résultats. 
Les étapes i et ii se justifient par la diversité et la complexité des milieux pouvant contenir les agents pathogènes 
à détecter :  
− milieux aqueux comme les eaux de rivière ou de baignades, ou encore l’eau potable, 
− milieux très complexes comme le sang, les urines, le lait, ou encore des aliments pour la recherche de 
bactéries dans les chaînes agroalimentaires, 
− milieux gazeux comme l’air pour le suivi de la pollution atmosphérique, la détection de gaz, ou la 
surveillance du territoire. 
Suivant la nature du milieu d’analyse, il peut être nécessaire de collecter un échantillon et de le traiter avant toute 
opération de détection d’agents pathogènes. Cela consistera par exemple à aspirer un important volume d’air et 
concentrer les différentes particules ainsi collectées dans un faible volume de solution qui pourra être ensuite 
plus facilement manipulable lors de l’étape de détection des cibles. Pour d’autre types de milieux, comme le 
sang, les urines ou encore le lait, des étapes de purification ou de filtrage peuvent être nécessaires afin de limiter 
les contributions non spécifiques des différentes molécules naturellement présentes dans ces milieux (sels, 
globules, graisses, …). L’analyse d’aliments peut, quant à elle, nécessiter des étapes de lyse ou de digestion afin 
de transformer l’aliment solide en une solution manipulable. Enfin, pour certaines applications, des étapes 
d’amplification sont utilisées afin d’améliorer les limites de détection. Par exemple, pour la détection d’ADN, il 
est possible d’effectuer une étape de PCR (Polymerase Chain Reaction) qui permet de multiplier les brins 
d’ADN déjà présents dans l’échantillon. Cette amplification des brins d’ADN cibles dans l’échantillon offre 
alors la possibilité d’en détecter plus facilement de très faibles quantités. 
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Après avoir collecté, concentré et mis en forme l’échantillon à analyser, vient l’étape d’analyse (étape iii), c'est-
à-dire l’étape de détection des molécules cibles. Cette étape est très importante dans les systèmes d’analyse car 
c’est elle qui permet de conclure sur la présence ou non des analytes dans l’échantillon. C’est à ce niveau que 
l’on parle de biocapteurs ou microarrays. 
Le principe de cette étape est de faire réagir les molécules cibles présentes dans l‘échantillon avec une surface 
comportant plusieurs zones appelées « plots ». Chaque plot comporte une famille bien déterminée de molécules 
permettant la capture locale et spécifique de certaines cibles par reconnaissance moléculaire. 
Enfin, une dernière étape (étape iv) d’interprétation des mesures est nécessaire afin de statuer sur la présence et 
la quantité de molécules cibles dans l’échantillon. On appellera dosage le fait de déterminer la quantité de cibles 
dans un échantillon. 
Nous nous intéresserons dans la suite du rapport exclusivement à l’étape d’analyse de l’échantillon (étape iii) 
pour laquelle un système complet (instrumentation et protocoles) a été mis au point au laboratoire. 
1.4. Les étapes de l’analyse 
Le principe de fonctionnement d’un biocapteur peut être représenté par la Figure 1.2. Tout d’abord, une étape de 
reconnaissance moléculaire permet la détection des molécules cibles présentes dans l’échantillon par des 
molécules spécifiques appelées sondes de capture. Une transformation des ces événements biologiques en un 
signal physique mesurable permet ensuite de détecter la présence des molécules cibles immobilisées en surface : 
c’est l’étape de transduction du signal. Cette étape est très importante dans les biocapteurs car c’est en grande 
partie elle qui détermine les performances (sensibilité et spécificité de détection, compacité, robustesse, caractère 
multiplexe, utilisation en continu) du biocapteur. Enfin une étape de mesure du signal physique permet de 
remonter à la présence (détection) et à la concentration (dosage) des analytes dans l’échantillon. 
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Figure 1.2. Représentation schématique d’un biocapteur : l’analyte interagit avec le biorécepteur 
induisant une modification d’ordre chimique ou physique qui est transformée en signal mesurable par le 
transducteur (d’après Neuburger 2006). 
1.4.2. La reconnaissance moléculaire 
Le fonctionnement d’un biocapteur repose sur une interaction spécifique entre un biorécepteur et une molécule 
cible ou analyte, interaction qui correspond à une reconnaissance moléculaire. On peut définir la réaction de 
reconnaissance moléculaire comme la propriété qu’ont deux molécules à s’associer pour former un duplexe, par 
exemple un couple anticorps/antigène ou deux mono brins complémentaires d’ADN. L’analogie du principe 
clé/serrure, introduit en 1894 par Fisher pour l’immunologie (Zuber 1997), est souvent utilisée pour expliquer le 
caractère spécifique de cette interaction : 
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Figure 1.3. Illustration du principe de reconnaissance moléculaire : à gauche « la clé et la serrure » 
correspondent : il y reconnaissance moléculaire. A droite, il n’y a pas de correspondance et donc pas de 
reconnaissance moléculaire (Roncali 2007). Dans cette figure, nous avons choisi d’illustrer le principe de 
reconnaissance moléculaire via une complémentarité morphologique ; au niveau moléculaire, cette 
complémentarité a lieu entre des liaisons chimiques non covalentes. 
En biologie moléculaire, les termes "molécules cibles" ou "analytes", et "sondes de capture" sont employés afin 
de désigner respectivement les molécules à détecter (les "clés") et les molécules permettant leur détection (les 
"serrures"). 
Cette reconnaissance moléculaire peut avoir lieu en milieu homogène (par exemple une phase liquide), ou bien 
en milieu hétérogène (sur un support solide) (cas de la Figure 1.3). Lorsqu’elle se fait sur support solide, il 
devient possible de définir différentes zones de reconnaissance moléculaire ou "plots biologiques" sur lesquelles 
sont déposées des sondes de capture différentes. En ADN, il est ainsi possible de réaliser des puces possédant 
jusqu'à 106 plots différents sur une surface de 25 mm². Les systèmes basés sur le principe de reconnaissance 
moléculaire anticorps/antigène peuvent quant à eux présenter jusqu'à plusieurs dizaines de zones de 
reconnaissance différentes sur un même support (Rowe 1999, Tschmelak 2005). La différence de densité de 
zones de captures en immunologie par rapport aux puces à ADN provient principalement de la difficulté de 
produire un grand nombre d’anticorps différents. De plus, il est aujourd’hui possible de synthétiser des 
séquences d’ADN directement sur le composant de la biopuce (Pease 1994), ce qui permet de réduire le nombre 
d’étapes de fabrication, alors que ce n’est pas envisageable en immunologie. 
Plusieurs types de molécules peuvent être utilisés comme sondes de capture. Cependant, la plupart des 
biocapteurs ou biopuces utilisent soit des mono brins d’ADN (on parle alors de biopuces à ADN) soit des 
anticorps (on parle alors d’immunocapteurs). 
L’utilisation de mono brins d’ADN comme sondes de capture 
L’ADN est une molécule formée de deux brins complémentaires enroulés en une double hélice (voir Figure 1.4 
a). Chaque brin d’ADN est constitué d’un ensemble de nucléotides qui sont eux même constitués de trois 
éléments : un groupement phosphate, un sucre, et une base azotée. Il existe quatre bases azotées : l’adénine (A), 
la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (T). On représente alors généralement un brin d’ADN par la 
succession de ces bases azotées (A, T, C, G). 
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Il existe de plus des règles d’appariement entre les bases azotées : la base A s’apparie uniquement avec la base T, 
et la base C avec la base G. Ainsi deux brins d’ADN ne pourront se lier pour former la double hélice que si ces 
brins sont complémentaires, c'est-à-dire si la succession des bases d’un des brins est complémentaire suivant la 
règle d’appariement A avec T et C avec G du second brin (voir Figure 1.4 b). Cette réaction qui conduit à la 
formation d’une double hélice s’appelle l’hybridation, et la réaction inverse la dénaturation. Nous utiliserons par 
la suite le terme "association" pour désigner l’hybridation et "dissociation" pour désigner la dénaturation. Ces 
deux termes sont en effet plus généraux et pourront s’appliquer à décrire les phases de réaction entre protéines. 
Les puces à ADN utilisent cette complémentarité entre deux brins pour l’étape de reconnaissance moléculaire. 
Lorsqu’un brin d’ADN présent dans l’échantillon à analyser (brin cible) est complémentaire d’un brin d’ADN 
attaché sur le support de la réaction (sonde de capture), ces deux brins vont pouvoir s’hybrider : c’est ce que 
nous appelons la "reconnaissance moléculaire". 
a 
 
b 
 
Figure 1.4. a : représentation de la structure en double hélice de l’ADN ; b : Principe de l’hybridation de 
l’ADN. Trois brins simples constitués chacun d’une succession de nucléotides sont mis en contact. Les brins 1 et 
2 sont complémentaires, ils s’associent donc pour former une double hélice. Au contraire les brins 1 et 3 ne sont 
pas complémentaires, ils ne s’associent donc pas, ou plus exactement la stabilité du duplexe formé est bien plus 
faible. 
Il est ainsi possible par cette reconnaissance moléculaire de détecter la présence de toute entité contenant de 
l’ADN dans la mesure où il possible d’extraire cet ADN afin de l’analyser. Cette méthode peut être très 
spécifique et très sensible (détection possible d’une copie par PCR quantitative). 
Cependant, il est impossible de détecter par cette méthode certains agents pathogènes ne possédant pas d’ADN 
(toxines, protéines, …). Par ailleurs, afin de détecter la présence d’une bactérie ou d’un virus dans un échantillon 
par l’utilisation d’une biopuce à ADN, il est nécessaire d’extraire leur ADN avant l’analyse ce qui rajoute une 
étape et rend plus difficile la détection en continue, contrainte forte de notre cahier des charges. Enfin, cette 
méthode ne permet pas de vérifier si l’ADN provient d’un organisme vivant (donc pathogène) ou mort (donc non 
pathogène). 
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L’utilisation d’anticorps comme sondes de captures 
Les anticorps (Ac) constituent un des principaux composants du système immunitaire permettant d’assurer la 
défense de l’organisme contre l’intrusion de pathogènes. En réponse à un type d’"agresseur", le corps, par 
l’intermédiaire des lymphocytes, produit un type d’anticorps spécifique à cet agresseur qui a la capacité de le 
reconnaître et de s’y associer. 
 
Figure 1.5. a : Structure simplifiée d’un anticorps : il est composé d’une partie variable qui définit 
l’antigène que l’anticorps est capable de reconnaître, et d’une partie constante à tous les anticorps ; b : réaction 
de complexation entre un anticorps et son antigène (Ac = anticorps, Ag = antigène, Ac-Ag = complexe anticorps 
– antigène). 
Les anticorps sont des protéines constituées de deux parties, une partie constante et une partie variable qui va 
déterminer le type de molécules que l’anticorps va reconnaître (voir Figure 1.5 a). Les anticorps possèdent 
généralement deux sites de liaisons qui se situent au niveau de leurs parties variables. 
L’utilisation d’anticorps comme sondes de capture permet de détecter spécifiquement un grand nombre de 
molécules ne possédant pas forcement d’ADN. Il est ainsi possible de détecter des protéines, des virus et 
bactéries grâce aux protéines présentes sur leur membrane, ou encore des toxines, … Les dosages 
immunologiques présentent donc l’avantage d’être plus génériques que ceux utilisant des biopuces à ADN qui ne 
peuvent détecter que des cibles possédant de l’ADN. 
Affinité et spécificité de la reconnaissance moléculaire 
Les deux caractéristiques essentielles du phénomène de reconnaissance moléculaire, que ce soit par des anticorps 
ou avec de l’ADN, sont l’affinité et la spécificité. L’affinité définit la stabilité du complexe Anticorps – Antigène 
(Ac – Ag) ou ADN-ADN et la constante d’affinité est donné par le rapport KA = kon/koff (en M-1) (voir Figure 1.5 
b). Plus l’affinité de l’interaction entre la cible et la sonde de capture est grande et plus le complexe est stable. La 
spécificité de la sonde de capture correspond, quant à elle, à sa capacité à sélectionner entre des espèces 
chimiques proches. Idéalement, un anticorps "spécifique" ne pourrait former des complexes stables qu’avec le 
seul antigène contre lequel il a été produit. De même, un brin d’ADN ne pourrait former de doubles hélices 
qu’avec son brin complémentaire. Toutefois, il existe toujours des "réactions croisées". Un anticorps peut 
reconnaitre avec des affinités plus ou moins fortes des antigènes analogues, c'est-à-dire de structure plus ou 
moins semblable à celle de l’antigène de référence. Un brin d’ADN, de son côté, peut former des duplexes plus 
ou moins stables avec des brins qui ne lui sont pas parfaitement complémentaires mais dont certaines bases 
varient. On parle dans ce dernier cas de mésappariements (ou mismatch). Cette capacité à pouvoir reconnaître 
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des cibles avec des affinités différentes a été utilisée pour définir des dosages particuliers permettant une mesure 
en continu comme nous le verrons dans le paragraphe 1.5.2.2. 
La spécificité de détection et les adsorptions non spécifiques 
On appellera détection spécifique d’une molécule cible toute réaction de reconnaissance moléculaire entre un 
analyte et la sonde de capture qui lui est complémentaire. C’est ce type de réaction que les systèmes de détection 
d’agents pathogènes cherchent à détecter car elles sont spécifiques des molécules cibles recherchées. 
Par opposition, toute adsorption de molécules sur le support de la réaction qui n’est pas due à une reconnaissance 
moléculaire sera qualifiée d’adsorption non spécifique (voir Figure 1.6). 
 
Figure 1.6. Schéma représentatif d’une détection spécifique due à un événement de reconnaissance 
moléculaire, et d’une adsorption non spécifique des différents composés présents dans l’échantillon à analyser. 
Ces adsorptions non spécifiques représentent souvent une importante limitation des systèmes de détection mis au 
point, comme nous le verrons dans les paragraphes suivants. En effet, afin d’atteindre les meilleures sensibilités 
de détection, il est nécessaire de discriminer les signaux dus à des adsorptions non spécifiques des signaux des 
événements de reconnaissance moléculaire. Pour cela, l’utilisation de traceurs permet généralement d’améliorer 
la spécificité de détection car le plus souvent leur activité dépend d’un événement de détection spécifique. 
Cependant, nous verrons que certains traceurs, comme les traceurs magnétiques, peuvent aussi être facilement 
adsorbés de façon non spécifique sur le support de réaction et créer un signal de fond nuisant à la sensibilité de 
détection du système. 
1.4.3. Transformation du signal biologique en un signal physique mesurable 
Une fois cette étape de reconnaissance moléculaire effectuée, il est nécessaire de transformer ces événements de 
reconnaissance biochimique en signal mesurable dont l’intensité est dépendante de la concentration en analyte : 
c’est le mécanisme de transduction (voir Figure 1.2). De très nombreux mécanismes de transduction différents 
ont été utilisés et décrit dans la littérature, que l’on peut séparer en deux catégories : ceux utilisant des traceurs et 
ceux n’en utilisant pas. 
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Molécules quelconques présentes 
dans l’échantillon à analyser 
Sonde de capture 
Adsorptions non spécifiques Détection spécifique 
Plot 2 Plot 1 
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Dans les méthodes utilisant des traceurs, nous pouvons citer : 
− la transduction électrochimique, qui repose sur la mesure d’un signal électrique induit ou modifié par la 
présence de molécules électroactives au voisinage d’une électrode ou d’une surface conductrice. Les 
traceurs sont alors les molécules électroactives qui peuvent, par exemple, être le produit d’une réaction 
enzymatique (Turner 1999, Dill 2004). Un autre système utilise des billes d’or comme marqueurs des 
molécules cibles afin d’autoriser le passage d’un courant électrique entre deux électrodes (Park 2002). 
Une réaction avec des sels d’argent permet alors d’augmenter le courant électrique mesuré grâce à la 
croissance d’un film conducteur entre les électrodes. 
− la transduction magnétique, qui consiste à utiliser des microparticules magnétiques comme traceurs afin 
de modifier le champ magnétique au dessus de micro-bobines. Cette méthode permet d’atteindre de très 
bonnes limites de détection (Sheehan 2005) dans des échantillons pouvant être complexes (sang, urines, 
salive) (Lu 2006, Meyer 2007). 
− la transduction radioactive, qui utilise des particules radioactives. Cette méthode est l’une des plus 
sensibles et précises. Cependant, la lourdeur des manipulations mises en œuvre, les problèmes de 
contamination et de réglementation constituent les principaux inconvénients de cette technique et 
expliquent le désintérêt observé dernièrement pour cette méthode. Elle est par exemple incompatible 
avec un système portable utilisable hors laboratoire du fait du danger de contamination radioactive de 
l’environnement. 
− la transduction électrochimiluminescente, qui permet d’améliorer la spécificité et la sensibilité de 
détection des méthodes électrochimiques dans des échantillons complexes, car ces dernières peuvent 
être gênées par la présence de molécules électroactives non spécifiques dans l’échantillon (Marquette 
1999). Cette méthode consiste alors à utiliser un composé chimiluminescent (par exemple le luminol) 
afin de convertir les composants électroactifs de la réaction enzymatique spécifique de la détection des 
cibles en un signal optique moins sensible à la composition de l’échantillon.  
− la transduction optique, qui utilise des molécules luminescentes. Ces molécules luminescentes peuvent 
être soit des particules chimioluminescentes ou bioluminescentes, soit des molécules fluorescentes 
(Lakowicz 1983, Rowe 1999, Ligler 2002, Tschmelak 2005) ou encore des nanoparticules qui diffusent 
la lumière (Yguerabide 1998, Stimpson 1995). Ces méthodes optiques, et en particulier les méthodes 
utilisant la fluorescence, sont actuellement les plus performantes en termes de sensibilité et de 
spécificité de détection et peuvent permettre la détection de molécules individuelles (Unger 1999, 
Rachet 2007, Castro 2004). 
Les méthodes n’utilisant pas de traceurs détectent, quant à elles, directement l’arrivée des molécules sur le 
support de la réaction. Parmi ces méthodes nous pouvons citer : 
− les méthodes par résonance de plasmon de surface (SPR) qui mesurent les variations de l’indice optique 
au dessus d’une couche métallique (généralement d’or) induites par l’arrivée des molécules cibles (Hoa 
2007), 
− les méthodes par onde acoustique de surface qui détectent les modifications des propriétés mécaniques 
d’une surface induites par l’arrivée des cibles sur le support de la réaction, 
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− les méthodes gravimétriques qui mesurent, à l’aide de microbalances à quartz, les variations de masse 
induites par l’arrivée des molécules cibles sur le support de la réaction, 
− les méthodes à transistors à effets de champs (FET) qui se basent sur la mesure des modifications de la 
tension aux bornes d’un transistor à effet de champ en fonction de l’arrivée de molécules chargées à sa 
surface (Jaffrezic-Renault 1999), 
− les méthodes basées sur la diffraction de lumière par un réseau optique qui détectent, quant à elles, les 
variations de l’indice optique du milieu à l’interface du réseau induites par l’arrivée des molécules 
cibles sur le réseau (Challener 2000), 
− les méthodes interférentielles qui détectent les variations de chemin optique sur une figure 
d’interférence due à la présence ou non de cibles sur un des bras de l’interféromètre utilisé. La plupart 
de ces méthodes se basent sur un interféromètre de Mach Zender et détectent les variations d’indice sur 
un des bras dues à l’association des cibles avec les sondes de capture présentes sur le bras (Ingenhoff 
1993, Brecht 1995), 
− les méthodes à variations d’impédances créées par l’arrivée des molécules cibles entre deux électrodes. 
1.4.4. La mesure 
Enfin, une fois cette étape de transduction effectuée, il est nécessaire de mesurer ce signal physique afin de 
remonter à la présence et à la quantité de molécules cibles présentes dans l’échantillon. 
Suivant le type de mécanisme de transduction choisi, l’instrument pourra plus ou moins être intégré. En effet, 
certaines méthodes se basent sur des structures pouvant être réalisées par des techniques de microélectronique 
(transduction électrochimique, magnétique, par variation de masse, par FET) permettant de profiter des avancées 
de cette technologie pour leur intégration. 
Au contraire, les méthodes de transduction optique nécessitent généralement des instrumentations volumineuses 
et complexes. En effet, il est nécessaire de diriger la lumière vers le détecteur optique ce qui peut demander des 
composants volumineux et fragiles, très sensibles aux problèmes d’alignement ou de focalisation lorsque un 
système imageur est requis (Rowe 1999, Golden 2005, Taitt 2005). 
Cependant, de nouvelles réalisations ont montré la possibilité de contourner ces problèmes en intégrant la 
détection dans le composant (Vo-Dinh 1999, Naimushin 2002, Chediak 2004, Choudury 2004, Misiakos 2004), 
ou en limitant les composants optiques avant le détecteur (Robinson 1993, Schultz 2007). Ces travaux 
démontrent ainsi la possibilité d’intégration des systèmes basés sur une détection optique sans en réduire les 
performances. 
1.5. La transduction du signal 
Nous allons à présent détailler les méthodes de transduction du signal présentées précédemment en précisant les 
méthodes compatibles avec le cahier des charges que nous nous sommes fixé. 
Pour ce faire, une distinction entre les méthodes utilisant des traceurs et celles n’en utilisant pas sera effectuée. 
De plus, nous séparerons les méthodes utilisant des traceurs en deux sous catégories : les méthodes avec 
marqueurs et les méthodes sans marqueur. 
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Les méthodes sans traceur détectent directement l’arrivée de molécules sur le support de la réaction alors que les 
méthodes avec traceurs utilisent des molécules intermédiaires (billes magnétiques, enzymes, fluorophores, …) 
afin de suivre un événement de reconnaissance moléculaire. On distinguera de plus les termes traceurs et 
marqueurs qui désignent respectivement les molécules permettant de suivre indirectement les réactions de 
reconnaissance moléculaire et les molécules que l’on attache directement sur la cible afin de détecter leur 
présence dans un échantillon. Les marqueurs correspondent donc à une utilisation particulière des traceurs dans 
le sens ou ils sont attachés aux molécules cibles. 
Nous montrerons ainsi que les méthodes sans traceur ne sont pas adaptées au cahier des charges que nous nous 
sommes fixé en particulier à cause de problèmes de spécificité de détection. Puis l’étude des différentes 
méthodes avec traceurs nous permettra de montrer que l’utilisation de marqueurs sur les molécules cibles est 
incompatible avec une détection en continu, contrainte importante de notre application. 
1.5.1. Méthodes sans traceurs 
Afin de bien comprendre le principe des mécanismes utilisés dans ces méthodes de transduction du signal sans 
traceurs qui détectent directement l’arrivée des molécules cibles sur le support de la réaction, nous allons 
présenter le principe des systèmes à variation de masse. Cela nous permettra de faire ressortir les avantages et 
limites de cette méthode, et de les comparer aux contraintes que nous nous sommes fixées. Une rapide 
présentation de la méthode optique par plasmon de surface sera ensuite effectuée, ce qui permettra de généraliser 
les remarques effectuées sur les systèmes précédent à l’ensemble des mécanismes de transduction sans traceur. 
Méthode de transduction par variation de masses. 
Cette méthode est basée sur la détection des variations de masse induites par l’arrivée des molécules cibles sur le 
support de la réaction (Davila 2007). Pour cela, le support de la réaction est réalisé soit sur une micro pointe, 
appelé cantilever, soit sur une microbalance à quartz. La mesure des variations de masse à leur surface est alors 
effectuée en mesurant les variations des résonances mécaniques du cantilever ou de la balance à quartz. En effet, 
la fréquence de résonance de ces composants dépend de leur masse et donc de la masse adsorbée à leur surface. 
Ainsi, si on greffe sur ces supports des sondes de capture des molécules que l’on veut détecter, chaque 
événement de reconnaissance moléculaire va induire une variation de masse due à l’association de la cible avec 
sa sonde de capture (voir Figure 1.7). 
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Figure 1.7. Représentation schématique du principe de mesure d’un système de transduction par variation 
de masse. Après réaction, l’association des cibles avec les molécules sondes entraine une augmentation de 
masse sur la zone de mesure. Cette variation de masse peut alors être détectée en mesurant par exemple le 
décalage de la fréquence de résonance du capteur. 
Aucune étape de marquage des molécules cibles ou de lavage de l’échantillon n’est alors obligatoire pour 
détecter la présence de molécules sur le support de réaction. De plus, seules les molécules qui sont à la surface 
du support de la réaction sont détectées et pas les molécules présentes dans le volume de l’échantillon. Ces 
techniques permettent donc d’effectuer des mesures en continu de l’échantillon, contrainte que nous nous 
sommes fixée. 
Cependant, cette méthode de mesure est incapable de différencier l’association des molécules cibles par les 
sondes de capture de l’adsorption non spécifique d’autres molécules sur le support de la réaction (voir Figure 
1.6). Ce type de méthode sans traceur présente donc en général des spécificités de détection moyennes ce qui 
constitue leur principale limitation vis-à-vis de notre cahier des charges. 
Méthode de transduction par plasmon de surface (SPR) 
Cette méthode de détection consiste à exciter le plasmon de surface d’une couche métallique déposée sur le 
support de la réaction biologique et à mesurer les déplacements de la résonance de ce plasmon. L’excitation du 
plasmon de surface a lieu lorsqu’une onde lumineuse se propageant dans un milieu d’indice de réfraction élevé 
est réfléchit par un milieu métallique (le plus souvent une couche mince d’or). Le champ de l’onde lumineuse a 
alors la possibilité d’exciter les électrons libres présents dans la couche métallique créant une onde d’électrons : 
le plasmon de surface. Pour une incidence particulière, le faisceau lumineux entre en résonance avec le plasmon 
de surface. Toute l’énergie de cette onde est convertie en plasmon et il n’y alors plus d’onde transmise ni 
réfléchie. Cet angle d’incidence pour lequel la résonance se produit dépend des propriétés de la couche 
métallique, de la longueur d’onde de la lumière incidente et des indices optiques des milieux entourant la couche 
métallique. Ainsi, si le milieu change, l’angle de résonance change aussi, ce qui constitue le principe le plus 
courant de la mesure en SPR. En effet, la fixation de molécules sur la surface de la couche métallique entraîne 
une modification de l’indice optique du milieu et donc un déplacement de l’angle de résonance de plasmon (voir 
Figure 1.8). Cette méthode détecte donc les modifications globales de l’indice optique des milieux au voisinage 
immédiat (< 100 nm) de la couche métallique. 
Sondes de capture 
Avant réaction 
Après réaction 
de cibles 
Echantillon Molécules cibles 
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Figure 1.8. Schéma de principe de la détection par la résonance de plasmon de surface. La 
reconnaissance entre une molécule sonde et une cible modifie l’indice de réfraction du milieu juste au dessus de 
la couche métallique et donc modifie l’angle de résonance plasmon (illustration reprise du livre Roncali 2007). 
Ce type de transduction, ainsi que les méthodes par onde acoustique de surface, par FET ou basées sur la 
diffraction d’un faisceau lumineux, qui détectent directement l’arrivée de molécules sur la surface de la réaction, 
sont donc compatibles avec une mesure en continu. Cependant, elles ne permettent pas de discriminer les 
événements de reconnaissance moléculaire des adsorptions non spécifiques de molécules présentes dans 
l’échantillon ce qui peut fortement limiter leur sensibilité. La solution la plus fréquemment utilisée est de placer, 
sur la puce, des plots témoins. Ces plots ne comportent pas de sondes de captures et doivent, théoriquement du 
moins, permettre la mesure des adsorptions non spécifiques. Cependant, les problèmes liés aux adsorptions non 
spécifiques sont très complexes et ne peuvent être traités simplement via des plots témoins. De plus, ces 
adsorptions élèvent le niveau du signal mesuré donc l’amplitude du bruit de mesure et l’emploi d’un plot témoin 
fait intervenir, dans l’expression du signal spécifique, une mesure supplémentaire : la sensibilité est donc 
dégradée. 
Enfin, une fois les cibles capturées sur le support de la réaction, il est très difficile de les retirer (désorption) : la 
régénération du dispositif en vue d’une nouvelle détection est alors très difficile. Le support de la réaction est 
donc à usage unique, ce qui limite l’autonomie du dispositif pour des applications sur de longues périodes. 
L’ensemble des méthodes de transduction du signal sans traceur présentent donc le problème d’absorption non 
spécifique ce qui nuit à leurs performances en termes de spécificité et de sensibilité de détection. L’utilisation de 
traceurs peut permettre de limiter les effets de telles adsorptions grâce à la spécificité du traceur, c'est-à-dire sa 
capacité à émettre un signal seulement lorsqu’il est témoin d’un événement de reconnaissance moléculaire ou 
directement attaché à une molécule cible (cas des marqueurs). 
1.5.2. Méthodes avec traceurs 
Etudions à présent les méthodes avec traceurs, c’est-à-dire les méthodes utilisant des molécules particulières 
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(fluorophores, microparticules magnétiques, enzymes, …) permettant la détection et le dosage de produits. 
Pour ce faire, nous allons distinguer les méthodes utilisant des traceurs pour marquer les molécules cibles (que 
nous nommerons les méthodes avec marqueurs) de celles qui détectent indirectement la présence des cibles grâce 
à des protocoles biologiques particuliers (que nous nommerons les méthodes sans marqueur). 
1.5.2.1. Méthodes avec marqueurs 
Le principe des méthodes avec marqueurs est de signaler les molécules cibles avant, pendant ou après la réaction 
de reconnaissance moléculaire à l’aide de molécules que l’on est capable de détecter : molécules magnétiques, 
fluorophores, enzymes transformant un produit, … 
Pour cela, le protocole classiquement utilisé en immunoanalyse est la méthode dite « en sandwich ». Ce 
protocole consiste à (voir Figure 1.9) : 
i. faire réagir les molécules cibles avec le support de réaction sur lequel les anticorps de capture ont été 
accrochés, 
ii. faire circuler au dessus du support de la réaction une solution comportant des anticorps de détection 
préalablement marqués à l’aide d’un traceur. Ces anticorps vont à nouveau reconnaître les cibles 
capturées lors de la phase (i) et s’y associer. 
iii. laver le support de réaction afin d’éliminer le surplus d’anticorps de détection marqués qui sont présents 
dans l’échantillon. Certaines méthodes de transduction peuvent cependant permettre de s’affranchir de 
cette étape grâce à une restriction du volume de mesure au niveau de la surface de réaction (ondes 
évanescentes, SPR, …). Les traceurs présents dans l’échantillon ne contribuent alors plus au signal et 
dans ce cas les étapes de marquage (ii) et de mesure (iv) peuvent être réalisées simultanément. 
iv. mesurer le signal des traceurs utilisés afin de remonter à la présence et à la concentration des molécules 
cibles dans l’échantillon. 
 
Figure 1.9. Principe de la réaction « en sandwich ». La détection des événements de reconnaissance 
moléculaire se fait par le marquage des molécules cibles à l’aide d’une sonde de marquage sur laquelle est fixé 
un traceur. 
Ce protocole de réaction peut également être applicable avec de l’ADN bien qu’il soit plus courant de réaliser le 
marquage des cibles pendant l’amplification en utilisant des amorces fluorescentes. 
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Cette méthode offre l’avantage d’être très sensible (Sapsford 2002) et spécifique car nous avons un double étage 
de reconnaissance moléculaire : par les anticorps greffés sur le support de la réaction (sondes de capture), et par 
les anticorps de détection (sonde de marquage). 
Cependant, il est difficile de détecter de petites molécules (< 800 Da) par cette méthode (Ligler 2003) car les 
molécules cibles doivent posséder au moins deux sites d’accroche (épitopes). En effet, cette méthode implique la 
fixation de deux sondes (des anticorps sur la Figure 1.9) sur la molécule cible pour sa détection : la sonde de 
capture, et la sonde de marquage. 
Par ailleurs, cette méthode n’est pas bien adaptée à des mesures en continu. En effet, une utilisation en continu 
impliquerait que la réaction de reconnaissance moléculaire se fasse en présence de la solution de marquage. On 
aurait alors un signal de fond très important dû à la présence des sondes de marquage dans l’échantillon ce qui 
nuirait à la sensibilité de détection. Cette méthode est donc généralement utilisée en point final, c’est-à-dire après 
réaction des cibles avec les sondes de capture et lavage des sondes de marquage en excédent dans l’échantillon. 
Certains mécanismes de transduction permettent toutefois d’effectuer les étapes de marquages et de mesure 
simultanément, autorisant ainsi une mesure en continu. Ces méthodes sont basées sur un confinement de la zone 
de mesure au niveau du support de la réaction afin de s’affranchir des signaux des sondes de marquage présentes 
dans le volume de l’échantillon. On peut, par exemple, citer les méthodes d’excitation par ondes évanescentes 
(Rowe 1999, Sapsford 2002, Tschmelak 2005), ou encore les méthodes locales de transduction (SPR avec 
traceurs, SAW avec traceurs, …). Cependant, ces méthodes de transduction ne permettent pas de s’affranchir de 
l’adsorption non spécifique des anticorps marqués sur le support de la réaction créant un signal ne correspondant 
pas à la détection d’une cible. Cette adsorption des sondes de détection est d’autant plus gênante que la quantité 
d’anticorps marqués et mélangés à l’échantillon est importante (forte concentration pour accélérer l’étape de 
marquage). 
De plus, ce protocole de mesure implique l’utilisation d’une quantité très importante d’anticorps de marquage, ce 
qui peut le rendre très coûteux et difficile à mettre en place en pratique (volume important de réactifs, utilisation 
de moyens de conservation). 
Enfin, ces méthodes n’autorisent toujours pas la régénération du support de la réaction permettant de pouvoir 
réaliser plusieurs fois une même réaction sur le même support. En effet, un complexe sonde de capture – cible 
est très difficile à dissocier une fois formé, ce qui rend les supports de ces protocoles à usage unique. Cela nuit 
alors fortement à l’autonomie du système. 
Bien qu’elles permettent d’améliorer la sensibilité et la spécificité de détection, les méthodes de transduction du 
signal avec marquage des molécules cibles à l’aide de traceurs ne sont donc pas adaptées à notre cahier des 
charges, en particulier pour des analyses de surveillance en continu. 
1.5.2.2. Méthodes sans marqueurs 
Considérons à présent une famille de méthodes permettant la détection indirecte des événements de 
reconnaissance moléculaire à l’aide de traceurs. Ces méthodes utilisent les différences d’affinité que peuvent 
avoir les anticorps pour les cibles et des analogues des cibles qui sont des molécules proches chimiquement 
(idéalement, analogues des épitopes reconnus par les anticorps). 
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Le protocole de dosage biologique avec traceurs le plus adapté à la surveillance en continu est le dosage que 
nous appelons "ASDI" (Antibody Surface Displacement Immunoassay) qui consiste à (voir Figure 1.10) : 
i. greffer sur le support de la réaction des analogues des molécules cibles que l’on désire détecter, 
ii. faire réagir ces analogues avec les anticorps de capture préalablement marqués par un traceur, 
iii. faire circuler l’échantillon au-dessus de la surface de réaction. Lorsque des cibles sont présentes dans 
l’échantillon, les anticorps, qui possèdent une affinité supérieure pour les cibles que pour les analogues, 
vont préférentiellement s’associer aux molécules cibles et se détachent des analogues présents sur le 
support de la réaction. Ce processus est appelé "compétition" entre les analogues et les cibles à détecter. 
Le signal des traceurs au niveau du support de la réaction décroît alors de façon corrélée à la quantité de 
cibles présentes dans l’échantillon. 
 
Figure 1.10. a : principe de la réaction ASDI. Les anticorps marqués et fixés aux analogues greffés sur le 
support de la réaction vont préférentiellement s’accrocher aux molécules cibles lorsqu’elles sont présentes dans 
l’échantillon, induisant une baisse de signal des traceurs au niveau du plot biologique. b : principe de la 
régénération du support de la réaction : il suffit de faire circuler sur le support des anticorps marqués qui vont à 
nouveau se fixer aux analogues greffés sur le support de la réaction. c : signal typique d’une réaction de dosage 
par cette méthode. La pente avant introduction des cibles dans l’échantillon est due à la dissociation naturelle 
anticorps-analogues. 
Cette méthode présente plusieurs avantages : 
− elle ne nécessite pas le marquage direct des cibles, simplifiant ainsi la préparation de la réaction, 
− elle fonctionne pour toutes tailles de molécules, même petites, sous réserve de disposer des analogues 
des molécules que l’on veut détecter, 
− elle n’emploie pas une quantité trop importante de matériel biologique (anticorps, analogues). De plus 
les analogues, qui peuvent aussi présenter un caractère pathogène, ne sont pas relâchés dans 
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l’échantillon évitant ainsi une pollution accidentelle du milieu analysé, 
− cette méthode permet une régénération du support de la réaction, ce qui est un avantage important pour 
l’autonomie de fonctionnement de l’instrument (Sapsford 2002), 
− elle permet d’effectuer des dosages en continu (Sapsford 2002), 
− enfin, cette méthode permet d’avoir une bonne spécificité de détection du fait de l’emploi de traceurs 
spécifiques. En effet, une molécule quelconque adsorbée sur le support de la réaction ne modifie pas 
significativement le signal, seules les molécules cibles qui entraînent un déplacement des anticorps de la 
surface permettent de le faire varier. Nous pouvons cependant avoir des adsorptions non spécifiques 
d’anticorps marqués qui se sont dissociés de leur analogue sans la présence de cibles, ce qui peut nuire à 
la sensibilité du système. Nous verrons qu’il est possible de limiter la contribution de ces adsorptions 
grâce au phénomène de FRET. 
Cette méthode convient donc aux différentes contraintes que nous nous sommes fixées pour la réalisation d’un 
instrument de détection d’agents pathogènes hors laboratoire. 
Par ailleurs, on note que la sensibilité de ce type de détection peut être améliorée grâce à l’emploi d’un protocole 
biologique utilisant un mécanisme de transfert d’énergie (FRET) (Neuburger 2006), ce que nous verrons dans le 
paragraphe 1.6.2.3. 
1.6. Comparaison des différents traceurs utilisables dans une méthode 
ASDI 
La méthode ASDI étant bien adaptée aux contraintes fixées par notre cahier des charges, nous allons à présent 
comparer différents traceurs utilisables dans ce protocole afin de déterminer la solution la plus efficace pour 
notre dispositif. 
Nous allons montrer dans un premier temps les limites des méthodes utilisant des traceurs non fluorescents 
(magnétiques, radioactifs, enzymes, …) principalement en termes de non spécificité de réponse. Nous 
présenterons ensuite le phénomène de fluorescence et détaillerons pourquoi les fluorophores sont les candidats 
les plus adaptés à notre problématique. 
1.6.1. Techniques utilisant des traceurs non fluorescents 
Il existe différents types de traceurs non fluorescents utilisés comme moyen de transduction du signal. On peut 
citer les traceurs magnétiques, électrochimiques, chimio ou bioluminescents ou encore les traceurs radioactifs. 
Traceurs magnétiques 
Les méthodes de transduction utilisant des traceurs magnétiques sont généralement très sensibles (Sheehan 2005) 
et permettent la détection de cibles dans des échantillons pouvant être complexes (sang, urines, salive) (Lu 2006, 
Meyer 2007). En effet, les propriétés magnétiques de ces microparticules sont très peu influencées par la 
composition de l’échantillon et les signaux magnétiques naturels des échantillons testés sont négligeables : 
seules les microparticules magnétiques peuvent être détectées par les bobines constituant les détecteurs. 
Cependant, la surface importante de ces particules fait qu’elles peuvent être facilement adsorbées sur le support 
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de la réaction créant des signaux non spécifiques (voir Figure 1.11) limitant la sensibilité du système. En effet, il 
devient impossible de discriminer les particules magnétiques adsorbées non spécifiquement sur la surface des 
particules magnétiques correspondant à un événement de reconnaissance moléculaire. 
Pour minimiser ce signal non spécifique, une équipe du Naval Research Laboratory propose d’effectuer un 
lavage spécial de la surface de réaction afin d’éliminer le maximum de traceurs adsorbés et donc d’améliorer la 
spécificité de détection de leur système (Mulvaney 2007, voir Figure 1.11).  
 
Figure 1.11. Microphotographie du substrat de réaction d’une méthode de transduction par traceurs 
magnétiques pour une zone de détection contenant les sondes de capture complémentaires des cibles que l’on 
veut détecter (photo de droite) et une zone de détection où les sondes de capture ne sont pas complémentaires 
des cibles : zone non spécifique de référence (photo de gauche). On observe qu’une quantité non négligeable de 
particules magnétiques (points noir) ont été adsorbées sur le substrat de la réaction, entraînant un signal de 
fond non spécifique important nuisant à la sensibilité du système (d’après Mulvaney 2007). 
On perd cependant dans ce cas la possibilité d’effectuer des mesures en continu, qui est une contrainte 
importante de notre cahier des charges. 
Ce type de traceurs n’est donc pas adapté pour la réalisation de notre instrument, du fait soit de leur faible 
spécificité, soit de l’incompatibilité avec une mesure en continu. 
Autres traceurs non fluorescents 
Cette remarque de non spécificité de détection due à l’adsorption non contrôlée de traceurs sur la surface de 
réaction peut être appliquée à d’autres types de traceurs comme les enzymes. De plus, les enzymes nécessitent 
une étape de révélation ce qui est incompatible avec une mesure en continu. 
Certaines équipes ont, par ailleurs, cherché à combiner les avantages des méthodes de transduction sans traceur 
(par plasmon de surface, par onde acoustique de surface) avec un dosage « en sandwich » afin d’améliorer la 
sensibilité de détection de leur système (Naimushin 2002). Ces méthodes permettent alors d’obtenir des limites 
de détection très basses mais ne permettent pas de s’affranchir des adsorptions non spécifiques des traceurs et 
sondes de marquages sur le support de la réaction limitant ainsi leur spécificité et leur sensibilité de détection. De 
plus, elles ne sont pas compatibles avec une mesure en continu. 
Nous avons donc choisi de ne pas utiliser ce type de traceurs et de méthode de transduction car la spécificité de 
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détection et la mesure en continu sont des paramètres prépondérants pour la mise au point de notre système de 
détection d’agents pathogènes. 
1.6.2. La fluorescence 
Nous avons montré que l’utilisation de traceurs permettait, dans la plupart des cas, d’améliorer la spécificité de 
détection et qu’une méthode sans marqueurs permettait en plus de suivre la réaction en continu. Par contre, 
l’adsorption non spécifique des traceurs non fluorescents limite les performances de la réaction biologique en 
termes de sensibilité de détection. Des traceurs plus spécifiques sont donc nécessaires afin de minimiser ces 
signaux parasites. 
Nous allons à présent nous attacher à démontrer que la fluorescence est la solution la mieux adaptée pour 
répondre à l’ensemble des contraintes que nous nous sommes fixées pour la réalisation de notre système 
d’analyse. Dans un premier temps, un rappel des principes généraux de la fluorescence sera effectué. Puis nous 
montrerons que l’utilisation de la fluorescence avec le protocole de réaction ASDI (voir paragraphe 1.5.2.2) 
permet de satisfaire à l’ensemble des contraintes que nous nous sommes fixées. Enfin, la méthode SPIT-FRI qui 
doit permettre d’atteindre un niveau de spécificité du signal optique encore plus grand et une sensibilité de 
détection meilleure sera introduite. 
1.6.2.1. Généralités sur la fluorescence 
La luminescence 
La fluorescence fait partie des phénomènes de luminescence qui regroupent l’ensemble des phénomènes 
d’émission de lumière par une molécule située dans son état excité. Les différents types de luminescence sont 
définis à partir du moyen utilisé pour exciter la molécule. En effet, il existe plusieurs façons d’exciter une 
molécule luminescente : 
− par électroluminescence : l’énergie portée par un champ électrique permet d’exciter la molécule 
luminescente qui ensuite est capable d’émettre un photon. Ce phénomène sera décrit ultérieurement lors 
de la présentation des sources de type OLED (Organic Luminescent Electrical Device) car il constitue la 
base de leur fonctionnement, 
− par photoluminescence : l’énergie portée par un champ électromagnétique est absorbée par la molécule 
luminescente provoquant son passage dans un état excité. Sa relaxation vers son état fondamental se fait 
ensuite par l’émission d’un photon. Ce phénomène regroupe la fluorescence et la phosphorescence qui 
se distinguent par les temps caractéristiques d’émission du photon, 
− par chimiluminescence : le passage de l’état fondamental à un niveau excité se fait grâce à une réaction 
chimique, et le retour à l’état fondamental entraîne l’émission d’un photon, 
− par bioluminescence : qui correspond à l’émission de lumière par un organisme vivant résultant d’une 
réaction chimique au cours de laquelle l’énergie chimique est convertie en énergie lumineuse. 
Dans la suite de la thèse, nous nous intéresserons uniquement aux phénomènes de photoluminescence et 
d’électroluminescence. 
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La fluorescence 
Le principe de la photoluminescence repose sur l’absorption d’un photon d’énergie Ea et la réémission d’un 
photon d’énergie inférieure Ee par une molécule. Le diagramme de Perrin-Jablonski (Lakowicz 1983), représenté 
sur la Figure 1.12, permet d’illustrer le principe de la fluorescence ainsi que les différents phénomènes annexes 
mis en jeu. 
A partir de ce diagramme, deux types de phénomènes de photoluminescence peuvent être définis : 
− la fluorescence qui est un phénomène rapide. Elle met en jeu des transitions entre deux états singulets et 
la durée de vie moyenne de l’état excité est de l’ordre de 10-9 à 10-7 s, 
− la phosphorescence qui est un phénomène plus long et peut se produire après l’arrêt du signal 
d’excitation (ex : écran cathodique). Ce phénomène met en jeu des transitions interdites entre un état 
triplet et un état singulet et dont la durée de vie moyenne de l’état excité est de l’ordre de 10-5s à 1 s. La 
probabilité de phosphorescence est au moins un ordre de grandeur plus faible que la probabilité de 
fluorescence car elle implique une transition interdite entre deux états de multiplicités différentes. 
 
Figure 1.12. Diagramme de Jablonski. Les niveaux S0, S1 et S2 sont des états singulets, le niveau T1 est 
triplet. Les transitions non radiatives 3 et 4 représentent des transformations photochimiques de la molécule 
vers un autre état fondamental que l’état S0. Les temps caractéristiques évoqués sont des ordres de grandeur qui 
peuvent varier fortement d’un fluorophore à l’autre. 
Chaque molécule fluorescente, ou fluorophore, est caractérisée par des spectres d’absorption et d’émission qui 
lui sont propres. Ces spectres sont caractéristiques de la structure électronique de la molécule. Les conversions 
internes et inter-système (voir Figure 1.12), qui sont des pertes d’énergie sous forme de chaleur ou par vibration, 
impliquent que seule une partie de l’énergie absorbée peut être réémise sous forme d’un photon. Ainsi, la 
longueur d’onde du maximum d’émission est supérieure, c'est-à-dire moins énergétique, que la longueur d’onde 
du maximum d’excitation : ce décalage est appelé « décalage de Stokes ».  
Les propriétés des fluorophores varient également en fonction de l’environnement. Elles sont notamment 
dépendantes de la température, du solvant (polarité, pH, …), de la concentration en fluorophores. Par ailleurs, 
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différents phénomènes moléculaires peuvent interférer avec le processus d’absorption et d’émission de photons 
et conduire à une extinction de la fluorescence. Ces phénomènes sont représentés par les transitions non 
radiatives 1, 2, 3 et 4 de la Figure 1.12 et correspondent soit à des pertes d’énergie sous forme de chaleur 
(transitions 1 et 2) soit à une modification chimique du fluorophore affectant ses propriétés optiques (transitions 
3 et 4) 
Les phénomènes d’extinction de la fluorescence 
L’extinction de fluorescence comprend au sens large tout phénomène diminuant l’intensité de fluorescence. Mis 
à part les effets optiques (ex : réabsorption, turbidité de la solution) qui ne sont pas des phénomènes à l’échelle 
moléculaire, cette diminution de l’intensité de fluorescence peut avoir diverses origines donnant lieu à une 
extinction irréversible ou réversible de la fluorescence. Dans ce dernier cas, nous parlerons de « quenching » de 
la fluorescence. 
Le photoblanchiment est un phénomène irréversible de photodestruction des molécules qui a lieu à l’état excité, 
conduisant à une modification de la structure chimique et électronique du fluorophore. Les molécules 
photoblanchies ne peuvent plus être excitées et donc ne peuvent plus émettre de photon. 
Ce phénomène résulte d’une réaction chimique mettant en jeu le marqueur fluorescent dans son état excité. Pour 
une excitation en continu, il est possible de considérer que ce phénomène résulte du fait que le nombre de cycles 
d’excitation et de relaxation pour un fluorophore est limité : à partir d’un certain nombre de cycles, la molécule 
peut se dénaturer et perdre ses propriétés de fluorescence. Ce blanchiment dépend des conditions d’éclairement 
(longueur d’onde et puissance) et de l’environnement du fluorophore (présence de molécules d’oxygène par 
exemple), et chaque fluorophore présente une sensibilité propre au photoblanchiment selon sa structure et son 
environnement.  
Ce phénomène peut être une contrainte importante pour les systèmes de détection basés sur la fluorescence car le 
flux de photons pouvant être émis par les fluorophores est limité. Il peut cependant être utilisé pour des mesures 
de caractérisation comme la technique de Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) qui consiste à 
détruire la fluorescence d’une zone de l’échantillon et à mesurer la régénération du signal fluorescent dans cette 
zone. Cette technique permet par exemple d’étudier la diffusion des molécules fluorescentes dans le milieu 
sondé (Axelrod 1976, Reits 2001) car la régénération du signal fluorescent dans la zone photoblanchie provient 
de la diffusion de molécules fluorescentes dans cette zone. 
Il existe d’autre part des phénomènes d’extinction de la fluorescence réversibles que nous appellerons 
« quenching ». Le quenching peut avoir diverses origines (Lakowicz 1983) : 
− le « quenching statique » : il résulte de la formation d’un complexe entre la molécule fluorescente et 
une autre molécule que l’on nommera "quencher". La présence du quencher modifie alors les propriétés 
électroniques de la molécule fluorescente, ce qui implique un changement des propriétés de 
fluorescence de cette dernière, 
− le « quenching dynamique » : il résulte d’un transfert d’énergie entre le fluorophore et le quencher ou le 
milieu suite à une collision entre ces deux particules. Ce type de quenching dépend donc fortement de la 
mobilité des molécules mise en jeu (diffusion, température, …). Il est cependant très difficile à estimer 
et à contrôler et constitue généralement une limitation pour nos mesures, 
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− le FRET (pour Förster ou Fluorescence Resonance Energy Transfer) : il correspond à un phénomène de 
transfert d’énergie de fluorescence impliquant le fluorophore appelé Donneur (D), et une autre molécule 
appelée Accepteur (A) pouvant aussi être un fluorophore (voir Figure 1.13 dans le cas d’un accepteur 
fluorescent). Ce phénomène se produit lorsque plusieurs conditions particulières sont réunies, à savoir 
lorsque (i) les spectres d’émission du donneur et d’absorption de l’accepteur se recouvrent, (ii) les deux 
molécules D et A se trouvent proches l’une de l’autre (pour une distance inférieure à 100 Å), et (iii) 
leurs dipôles de transition électronique sont alignés. On observe alors une diminution de la fluorescence 
du donneur qui, dans le cas d’un accepteur fluorescent, peut s’accompagner d’une augmentation de la 
fluorescence de l’accepteur. Ce transfert d’énergie entre le donneur et l’accepteur ne se fait pas par 
l’intermédiaire d’un photon mais sous la forme d’une interaction dipôle-dipôle (car les fluorophores 
sont apparentés à des dipôles. Cependant, il existe des transferts du même type entre molécules 
multipolaires), c’est-à-dire lorsque les dipôles électroniques du donneur et de l’accepteur rentrent en 
résonance. Ce transfert d’énergie décroit en 1/r6, r étant la distance entre le donneur et l’accepteur. Ce 
phénomène est donc très intéressant pour l’étude de processus à l’échelle moléculaire car c’est une 
interaction en champ proche très fortement dépendante de la distance r d’interaction entre le donneur et 
l’accepteur, 
− enfin, il peut aussi y avoir un transfert radiatif entre deux fluorophores, le deuxième absorbant un 
photon émis par le premier. Cependant, au vu des densités de fluorophores utilisées et des distances 
entre ces derniers, ce phénomène est marginal dans les biocapteurs à fluorescence. 
Ces phénomènes d’extinction de la fluorescence peuvent aussi bien être une limitation dans les mesures basées 
sur la fluorescence qu’un moyen pour la mise au point de méthodes d’analyse particulières. Par exemple le 
photobleaching est utilisé dans la technique de FRAP (Axelrod 1976, Reits 2001), et le FRET pour l’étude de 
phénomènes à l’échelle moléculaire (Fung 1978) ou bien la mise au point de nouvelles techniques de dosages 
(Tran 2003, Cardullo 1988). 
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Figure 1.13. (a) : Superposition des spectres d’émission et d’absorption de l’accepteur (A) et du donneur 
(D). L’aire hachurée correspond au recouvrement spectral entre les spectres d’émission du donneur et 
d’absorption de l’accepteur. (b) : Spectre d’émission de fluorescence (excitation à λexc D) d’un mélange de 
donneur et d’accepteur : le cas 1 correspond à l’absence d’interaction D – A et le signal de fluorescence est 
celui de D avec éventuellement une contribution de A. Le cas 2 correspond à la présence de transfert d’énergie 
entre D et A qui se traduit par une modification du spectre de fluorescence : diminution de la contribution de D 
et augmentation de la contribution de A. 
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1.6.2.2. Intérêts de la fluorescence comme méthode de transduction du signal pour les analyses 
biologiques. 
La fluorescence utilisée comme moyen de transduction du signal dans le domaine des biocapteurs présente de 
nombreux avantages. 
Tout d’abord, le décalage de Stokes en longueur d’onde entre l’absorption et l’émission de photons fluorescents 
rend ce phénomène très intéressant pour la détection de molécules ou l’imagerie moléculaire. En effet, grâce à ce 
phénomène, on peut observer une scène dans une longueur d’onde différente de la lumière d’excitation et donc 
limiter la contribution du signal de fond, un filtrage adapté permettant de discriminer le signal d’excitation du 
signal de fluorescence qui, lui, est porteur d’informations. 
Il faut cependant noter que le rôle du filtrage dans un dispositif de détection de fluorescence est d’autant plus 
important que la section efficace d’absorption des fluorophores est faibles. En effet, considèrons un fluorophore 
classiquement utilisé dans les biocapteurs, la Rhodamine B, positionné sur une surface S recevant une densité de 
puissance d’excitation Dp de 103 W.m-2, qui est une densité de puissance moyenne dans les biocapteurs. On 
montre alors que le rapport entre l’énergie émise par la molécule de rhodamine et l’énergie d’excitation est : 
S
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==  Eq. 1.1.  
où Ie et Iexc sont la puissance émise par le fluorophore et la puissance d’excitation, QE désigne le rendement 
quantique du fluorophore, σa représente la section efficace du fluorophore et n le nombre de fluorophores sur le 
plot. 
Pour une densité de molécules de rhodamine de 1 molécule/µm2 située sur une surface de 1 mm² dont le 
rendement quantique QE est de 0,9 et la section efficace de 4.10-20 m2 (Unger 1999), on calcule donc un 
rendement de conversion de fluorescence de : ηfluo = 3,6.10-8. Le filtrage doit donc permettre la détection d’un 
photon parmi 108 afin de pouvoir détecter une densité de 1 molécule/µm2, densité représentant une bonne limite 
de détection à atteindre pour notre système. 
Cependant, malgré ce faible rendement de conversion, certaines techniques de mesure de la fluorescence 
permettent l’observation de molécules individuelles (Unger 1999, Castro 2004, Rachet 2007). Cela est en effet 
possible en limitant par exemple le volume du milieu sondé et en utilisant des configurations permettant de 
limiter la contribution du signal d’excitation au niveau du détecteur en plus de l’utilisation d’un filtrage efficace. 
Cela démontre le fort potentiel en termes de sensibilité de cette méthode de transduction du signal. 
Par ailleurs, il existe un grand nombre de molécules fluorescentes disponibles sur le marché dont les spectres 
d’émission couvrent l’ensemble du spectre visible et le proche Infra Rouge. Il est donc assez simple de choisir 
une molécule fluorescente correspondant aux contraintes expérimentales sur les domaines d’excitation ou 
d’émission. 
D’autre part, la fluorescence est une méthode très sélective car : 
− seuls les événements suivis par un traceur fluorescent pourront être détectés. En effet, l’utilisation de 
traceurs fluorescents permet de profiter des avantages des méthodes avec traceur en termes de 
spécificité par rapport aux méthodes sans traceur (voir paragraphe 1.5), 
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− le faible poids des molécules fluorescentes font qu’elles sont peu adsorbées de façon non spécifique sur 
le substrat de la réaction contrairement aux traceurs plus gros (microparticules magnétiques, enzymes). 
Cela limite ainsi les problèmes de non spécificité de détection et ce qu’ils impliquent (ex : étapes de 
lavage). 
− la faible largeur spectrale d’émission des fluorophores fait qu’il est possible de restreindre fortement le 
domaine spectral de détection et donc de limiter la contribution de signaux parasites (typiquement 
l’autofluorescence de l’échantillon) qui ont un domaine d’émission beaucoup plus large, 
− nous verrons dans le paragraphe 1.6.2.3 que l’utilisation d’un protocole de réaction utilisant la 
fluorescence couplée au phénomène de FRET permet d’améliorer encore la spécificité de détection 
grâce aux très faibles distances d’interaction du transfert d’énergie entre le fluorophore et son accepteur, 
− Enfin, une analyse résolue en temps de l’émission des fluorophores peut éventuellement permettre 
d’améliorer encore la sensibilité et la spécificité de détection. 
Il existe de plus diverses méthodes permettant de restreindre le volume de l’échantillon sondé afin d’augmenter 
encore la spécificité de détection. 
En particulier, de nombreuses réalisations utilisent une excitation par une onde évanescente (Rowe 1999, Taitt 
2005, Tschmelak 2005). Cette technique utilise le champ évanescent produit lors de la réflexion totale d’un 
rayon lumineux sur un dioptre (voir Figure 1.14 (a)), ou bien le champ évanescent produit par la propagation 
d’une onde dans un guide d’onde (voir Figure 1.14 (b)). La collection de la fluorescence se fait ensuite soit 
perpendiculairement au composant (Rowe 1999, Tschmelak 2005), ou bien dans le même guide d’onde utilisé 
pour l’excitation (Hofmann 2002, Mazurczyk 2006). Cette excitation à l’aide d’un champ évanescent a 
l’avantage de restreindre le volume d’excitation à un volume proche de la surface, limitant ainsi la contribution 
du signal de volume de l’échantillon et améliorant la sensibilité du système. Cependant, ce type de lecteur 
nécessite des précisions d’alignement très contraignantes afin de coupler la lumière dans le guide d’onde, ce qui 
limite fortement leur robustesse : une petite variation d’incidence peut entraîner une différence de signal 
importante. 
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Figure 1.14. Schéma de principe de l’excitation par onde évanescente par réflexion totale (a) ou à l’aide 
d’un guide d’onde (b). 
Une autre solution pour restreindre le volume sondé est de mesurer la fluorescence qui a été couplée dans le 
substrat (Robinson 1993, Hofmann 2002, Blue 2005). Dans ce cas, seul les fluorophores à proximité du substrat 
(d < λ) verront une part de leur énergie couplée dans le support de la réaction et ensuite guidée jusqu’à un 
détecteur. Cela permet aussi d’améliorer la spécificité de détection car on limite le volume de collection du 
signal aux seuls plots biologiques présents sur le support de la réaction. C’est ce principe qui a été retenu pour 
développer notre dispositif d’analyse comme nous le verrons dans le paragraphe 1.8.1. 
En résumé, l’utilisation de traceurs fluorescents comme méthode de transduction du signal dans le domaine des 
biocapteurs permet : 
− d’obtenir de très bonnes sensibilités de détection car il est possible de détecter individuellement ces 
traceurs, 
− d’optimiser la spécificité de détection par l’emploi de traceurs permettant de suivre les événements de 
reconnaissance moléculaire, 
− de limiter les problèmes d’adsorption non spécifique du fait du faible poids des marqueurs fluorescents 
organiques, 
− d’effectuer des mesures en continu grâce aux méthodes de dosage ASDI et aux méthodes d’excitation 
ou de collection de la fluorescence permettant de restreindre le volume sondé. 
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1.6.2.3. Principe du protocole SPIT-FRI 
Nous allons à présent détailler le protocole biologique SPIT-FRI mis en place au CEA et montrer les avantages 
qu’il peut apporter par rapport à un protocole biologique de type ASDI qui mesure une baisse de signal. 
Afin d’améliorer les performances du protocole de dosage de type ASDI, le laboratoire du LERI du CEA Saclay 
a développé une nouvelle méthode de dosage basée sur une molécule particulière, le tripode. Cette molécule 
présente trois fonctions chimiques permettant la fixation i) d’un analogue de la molécule à doser, ii) d’un 
fluorophore et iii) du tripode sur le substrat. 
Ce protocole utilise de plus le mécanisme de transfert d’énergie entre un fluorophore et un quencher afin 
d’optimiser les performances de sensibilité de détection du dosage. La mise au point de cette nouvelle méthode 
de dosage a été l’objet du travail de thèse du Dr Neuburger (Neuburger 2006). 
Le principe, décrit sur la Figure 1.15, se décompose en trois étapes, plus une étape de régénération : 
a. on greffe sur le substrat la molécule tripode sur laquelle sont attachées un fluorophore et un analogue de 
la cible que l’on désire détecter, 
b. on fixe sur l’analogue présent sur le tripode un anticorps marqué par un deuxième fluorophore (le 
quencher ou l’accepteur) dont le spectre d’absorption recouvre le spectre d’émission du fluorophore lié 
au tripode (le donneur). La fixation de l’anticorps entraîne alors un phénomène de FRET entre le 
fluorophore du tripode et celui de l’anticorps, induisant une extinction de la fluorescence du donneur. 
c. lorsqu’il n’y pas d’analytes dans l’échantillon, on observe la dissociation spontanée des anticorps avec 
les analogues. Cela se traduit par une faible augmentation de la fluorescence du plot du fait de l’arrêt du 
phénomène de FRET à cause de l’éloignement de l’accepteur par rapport au donneur, 
d. lors de la présence d’analytes dans l’échantillon, il y a compétition entre les analogues et les molécules 
cibles accélérant la dissociation des complexes anticorps - analogues. Les anticorps vont 
préférentiellement former un complexe avec les molécules cibles en raison d’une plus grande affinité de 
l’anticorps avec ces dernières. Cela ce traduit par une augmentation plus rapide de la fluorescence du 
plot du fait de l’arrêt du phénomène de FRET. L’augmentation du signal de fluorescence au niveau des 
tripodes est alors proportionnel à la quantité de cibles présentes dans l’échantillon, 
e. enfin, une étape de régénération du support est possible en faisant à nouveau réagir les tripodes avec les 
anticorps marqués par l’accepteur et spécifiques des cibles que l’on veut détecter. La fluorescence des 
plots biologiques est à nouveau éteinte, et ces derniers sont prêts pour un nouveau dosage. 
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Figure 1.15. Principe de fonctionnement du dosage « SPIT-FR I » développé par le LERI (Volland 2005) : 
l’étape a correspond au greffage des Tripodes sur le support de la réaction. L’étape b représente la 
fonctionnalisation du plot en faisant réagir les anticorps spécifiques des molécules cibles avec les analogues des 
cibles accrochés aux tripodes. Ces anticorps étant marqués à l’aide d’accepteurs, on observe une extinction de 
la fluorescence du plot due à un transfert d’énergie (FRET) entre le fluorophore du tripode et l’accepteur. 
L’étape c correspond à la dissociation naturelle des complexes anticorps – analogues provoquant une faible 
augmentation du signal de fluorescence. L’étape d correspond enfin à l’injection des molécules cibles dans 
l’échantillon qui entrent en compétition avec les analogues, accélérant ainsi la restauration de la fluorescence 
des fluorophores fixés sur les tripodes. 
En plus des avantages qu’offrent le protocole de dosage ASDI (voir § 1.5.2.2), ce protocole permet d’en 
améliorer la sensibilité. En effet, la présence des cibles est caractérisée par une augmentation du signal de 
fluorescence et non par une diminution comme c’est le cas pour un dosage ASDI. Ce type de dosage doit donc 
permettre une meilleure sensibilité car la limite de détection d’un système est donnée à partir du niveau de noir et 
de l’incertitude sur ce niveau qui définit le plus faible signal détectable. Cette incertitude est, en première 
approximation, proportionnelle à la racine carrée du signal car nous ne considérons que le bruit photonique dont 
la distribution est corrélée avec une loi de Poisson. Ainsi, pour un signal initial important (cas du protocole 
ASDI), on a une grande incertitude et donc une sensibilité moins bonne que pour un signal initial faible (cas du 
protocole SPIT-FRI) où l’incertitude est plus faible (voir Figure 1.16). 
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Figure 1.16. a : Comparaison des limites de détection d’un système de mesure par croissance du signal (cas 
1 : système SPIT-FRI) et par décroissance du signal (cas 2 : système ASDI). La limite de détection est meilleure 
dans le cas 1. Est rappelée sur la figure b l’évolution du signal de fluorescence lors d’une réaction ASDI et 
d’une réaction SPIT-FRI. 
Par ailleurs, le mécanisme de FRET étant un phénomène de champ proche, l’information portée par le signal 
optique est plus spécifique. En effet, dans le cas d’un dosage ASDI, il se peut qu’une fraction d’anticorps 
marqués soit adsorbée sur la surface de réaction de façon non spécifique, c'est-à-dire sans qu’il y ait association 
avec un analogue. Leur contribution au signal est donc aspécifique, ce qui peut réduire la sensibilité de la 
mesure. 
Dans le cas de l’utilisation du FRET, l’extinction de la fluorescence n’apparaît que si les anticorps sont au 
voisinage immédiat des analogues (de l’ordre de 20 à 50 Å (Lakowicz 1983)). De même, il y a génération du 
signal uniquement si les anticorps s’éloignent de la surface. Il y a alors moins d’ambiguïté sur la provenance du 
signal d’où une meilleure spécificité du signal de fluorescence mesuré. 
Ce protocole biologique doit donc permettre d’améliorer les performances de détection par rapport aux 
protocoles de type ASDI en termes de spécificité et de sensibilité de détection. 
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1.7. Problèmes intrinsèques des systèmes existants 
Nous allons maintenant passer en revue plusieurs systèmes de détection d’agents pathogènes que nous 
comparerons à notre cahier des charges. Nous nous limiterons aux systèmes basées sur une méthode de 
transduction par fluorescence car nous avons déjà montré les limitations en termes de spécificité et de mesure en 
continu des autres méthodes. Cela nous permettra de nous positionner par rapport à l’état de l’art décrit dans la 
littérature. 
Dans un premier temps, les systèmes fortement intégrés seront présentés et nous donnerons leurs limitations pour 
des applications sensibles telles que la détection de pollutions d’origine industrielle ou agricole. Nous 
détaillerons ensuite les dispositifs de nos principaux concurrents identifiés pour les applications hors laboratoires 
et ce en fonction de nos contraintes. 
1.7.1. Les systèmes fortement intégrés 
Les applications hors laboratoire nécessitent des instruments très compactes et robustes afin d’être transportables 
sur le lieu de mesure. Une solution pour réaliser ce type de dispositifs est d’intégrer au maximum les différentes 
fonctions optiques (sources d’excitation, détecteur, systèmes de filtrage, …) dans le composant. 
Dès 1988, Marsonner (Marsoner 1988) publie le principe d’un système hautement intégré basé sur une détection 
optique. Ce principe consiste à directement greffer les molécules sondes sur une matrice de capteurs optiques de 
type CCD ou capteurs d’image bas coût (de type CMOS ou « active Pixel ») (Vo-Dinh 1999). Cependant, 
l’utilisation de marqueurs fluorescents nécessite l’utilisation de sources d’excitation et de filtres très sélectifs afin 
de dissocier le signal de fluorescence de son excitation. Cela rend le système global complexe, relativement 
coûteux et limite sa sensibilité car elle dépend de la qualité de ce filtrage. Pour contourner ce problème, Mallard 
et al. (Mallard 2005) proposent alors d’utiliser des enzymes permettant la génération de lumière en présence d’un 
produit particulier et montrent des résultats intéressants sur une puce à ADN multi plots. Les étapes de lavage 
inhérentes aux systèmes basés sur des enzymes interdisent cependant une utilisation en continu de ce type de 
dispositif. 
En 2004, Chediak et al. propose une nouvelle architecture dans laquelle aussi bien les sources d’excitations que 
le détecteur optique sont intégrés dans le composant (Chediak 2004). Ce système, potentiellement multiplexe et 
entièrement intégré, est décrit sur la Figure 1.17. Il utilise l’empilement d’une photodiode (détection), d’un filtre 
(arrêt du signal d’excitation), d’un film électroluminescent de type PLED (excitation) et d’une chambre fluidique 
pour la circulation de l’échantillon. Les performances en termes de sensibilité n’est cependant pas très bonne 
(limite de détection de l’ordre de 120 nM de fluorescéine) principalement du fait d’un filtrage peu efficace du 
signal d’excitation. Par exemple, notre équipe a montré qu’il est possible de détecter une concentration de 50 fM 
du même produit, soit 2,6.106 plus faible (Schultz 2003). 
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Figure 1.17. Principe d’un système avec détection optique entièrement intégrée. D’après (Chediak 2004). 
Une équipe américaine a aussi proposé l’utilisation de sources basées sur des matériaux organiques ou polymères 
électroluminescents de types OLED ou PLED dont les coûts de fabrication sont potentiellement très faibles. 
(Choudury 2004). Un autre dispositif entièrement intégré a été présenté par les équipes de l’Institut de 
Microélectronique en Grèce et le Fraunhofer Institute en Allemagne (Misiakos 2004). Ce dispositif (voir Figure 
1.18) utilise les technologies de la microélectronique afin d’assembler sur un support de Silicium une source 
optique (une LED), une fibre optique pour amener le signal d’excitation sonder le milieu biologique et un 
détecteur. Un module fluidique réalisé dans un capillaire en polymère permet ensuite de faire circuler 
l’échantillon sur le dispositif de détection. 
 
Figure 1.18. Principe de la détection intégrée selon Misiakos (Misiakos 2004). La lumière, injectée dans un 
guide d’onde, sonde l’échantillon par sa composante évanescente. La mesure est réalisée en bout de fibre. 
Ces dispositifs entièrement intégrés possèdent les avantages d’être très robustes et compacts et, pour certains, 
d’être compatibles avec les technologies de la microélectronique (Misiakos 2004). 
Cependant, ces instruments ne sont pas suffisamment sensibles pour les applications hors laboratoire que nous 
visons en particulier à cause des problèmes de filtrage de l’excitation. Ils ne peuvent donc pas satisfaire le cahier 
des charges que nous nous sommes défini. 
1.7.2. Principaux concurrents identifiés 
Le domaine des méthodes d’analyses biologiques hors laboratoire est aujourd’hui représenté principalement par 
deux équipes qui ont mis au point des systèmes portables et présentant des limites de détection suffisamment 
basses. Par "système", nous entendons un ensemble complet comportant, outre le biocapteur, toutes les fonctions 
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de service permettant le déroulement des analyses en automatique, à l’image du système développé au 
laboratoire (Schultz 2007). 
Le système AWACSS développé par l’équipe du Pr. Gauglitz 
Le système AWACSS (Automated Water Analyser Computer Supported System) a été développé à l’université 
de Tübingen en Allemagne par l’équipe du Pr Gauglitz (Tschmelak 2005). Ce dispositif, basé sur une détection 
optique, utilise une onde évanescente pour sonder le milieu biologique et un système de fibres optiques pour la 
collection du signal de fluorescence des 32 plots biologiques différents vers un détecteur (voir Figure 1.19). 
a 
 
b 
 
c 
 
Figure 1.19. Photographie du système AWACSS. a : photographie du système complet comprenant le 
dispositif de préparation des échantillons (Autosampler), le système de détection des agents pathogènes 
(AWACSS) et l’ordinateur permettant l’interprétation des résultats. b : photographie du composant sur lequel la 
réaction biologique a lieu avec visualisation des différentes zones sensibles et du signal d’excitation par onde 
évanescente. c : photographie du système de collection de la fluorescence des plots biologiques vers une matrice 
de photodiode à l’aide d’un ensemble de fibres optiques adressées à chacune des zones sensibles. Ces 
photographies ont été reprises de la publication Tschmelak 2005. 
Ce système relativement compact et facile d’utilisation a été couplé à un dispositif de collection d’eau de rivière 
et de préparation d’échantillon pour la surveillance en continu de la présence de polluants dans les eaux de 
rivière. Les performances de ce dispositif en termes de sensibilité et de reproductibilité de mesure sont 
comparables à celles des instruments de laboratoires et les techniques utilisées en immuno-analyse comme le test 
ELISA. De plus, le caractère multiplexe du dispositif a été validé, démontrant les bonnes performances de 
spécificité de détection et ce même dans des échantillons complexes, grâce à un dosage immunologique et une 
excitation par onde évanescente (Figure 1.19 b). 
Cependant l’architecture, en particulier le système optique d’injection du signal d’excitation dans un guide 
d’onde (Figure 1.19 b) et de collection de la fluorescence par des fibres optiques (Figure 1.19 c), semble 
complexe et insuffisamment robuste pour une utilisation de routine hors laboratoire. En effet, aussi bien le 
système d’excitation que celui de détection demandent une très bonne précision d’alignement. De plus, le 
système de fibres optiques ne permet pas d’avoir un instrument intégré, nuisant à la compacité de l’ensemble. 
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Les principales limitations de ce système sont donc sa faible robustesse et sa faible compacité. 
L’Array Biosensor développé par l’équipe de F.S. Ligler 
Le système Array Biosensor développé au Naval Research Laboratory (USA) par l’équipe de F.S. Ligler est sans 
doute le système le plus abouti à ce jour (Rowe 1999, Sapsford 2002, Golden 2005, Sapsford 2006). Ce système 
utilise aussi une excitation par onde évanescente et collecte la fluorescence des différentes zones sensibles à 
l’aide d’une caméra CCD (voir Figure 1.20 b). Le système est intégré à l’intérieur d’une mallette transportable 
avec une gestion automatique des différents échantillons (voir Figure 1.20 a). 
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Figure 1.20. a : Photographie du système Array Biosensor développé par l’équipe de F.S. Ligler au Naval 
Research Laboratory (USA). b : schéma du principe de fonctionnement de l’Array Biosensor. Photographie et 
schéma repris de la publication Golden 2005. 
Ce dispositif permet l’analyse simultanée d’une dizaine d’agents pathogènes et ce suivant plusieurs protocoles de 
dosages biologiques (Sapsford 2002, Sapsford 2006, Ligler 2003). Il est ainsi capable de détecter aussi bien de 
grosses que de petites molécules et peut réaliser des mesures en continu lorsqu’une méthode de type ASDI est 
utilisée. Les limites de détection obtenues par ce système sont, par ailleurs, comparables avec celles des 
instruments de laboratoires. De plus, la spécificité de détection de ce dispositif a été démontrée par la détection 
simultanée de plusieurs agents pathogènes dans des échantillons complexes. Cette spécificité est à nouveau 
obtenue grâce aux propriétés des dosages immunologiques utilisés et par le fait d’une excitation confinée sur la 
surface de la réaction biologique. 
Cependant, ce système utilise une excitation par une onde évanescente qui nécessite de très bonnes précisions 
d’alignement afin d’injecter le signal d’excitation dans le guide d’onde. De plus, un système d’imagerie est 
nécessaire afin de mesurer la fluorescence des différentes zones sensibles. Aussi bien le module d’excitation que 
celui de détection limitent la robustesse du dispositif et le rendent coûteux, en particulier à cause du système 
d’imagerie. 
Enfin, ce système est aujourd’hui principalement utilisé pour des mesures en point final et non en continu : si les 
réactions sont réalisées dans l’appareil, l’étape de lecture est faite après un lavage. 
Bien qu’offrant de bonnes sensibilité et spécificité de détection, et Les systèmes AWACSS, développé à 
l’université de Tübingen (Allemagne), et Array Biosesnsor, développé au Naval Research Laboratory (USA), 
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sont peu robuste principalement du fait de la méthode d’excitation des marqueurs fluorescents utilisée. La 
méthode d’excitation par onde évanescente ne nous a donc pas parue adapter à une utilisation à l’extérieur d’un 
bâtiment ainsi que la collection de la fluorescence par fibres optiques ou par objectif de caméra. 
Nous avons alors cherché à développer un instrument présentant les mêmes performances en termes de 
sensibilité et de spécificité de détection, mais dont la robustesse et la compacité soient meilleures afin d’être 
utilisable en routine hors laboratoire par des personnes non qualifiées. De plus, nous avons essayé d’utiliser des 
composants optiques simples afin de réaliser un système pouvant à terme être bon marché. 
1.8. Description de notre dispositif instrumental 
Le dispositif instrumental mis au point au laboratoire LISA (Galland 2004, Du Bouëtiez 2006) va à présent être 
décrit. Nous présenterons ensuite les avantages et limitations de ce système pour la détection d’un signal de 
fluorescence et donnerons brièvement les performances actuelles obtenues avec cet instrument. 
Enfin, une présentation de deux systèmes fonctionnant sur un principe similaire à celui développé au laboratoire 
sera effectuée. Nous nous attacherons, dans la suite de ce mémoire, à montrer l’intérêt de l’architecture que nous 
avons utilisé par rapport à la leur.  
1.8.1. Principe instrumental 
Le principe instrumental de ce dispositif est le suivant : 
 
Figure 1.21. Schéma de principe de l’instrument développé dans le laboratoire LISA pour la détection 
d’agents pathogènes hors laboratoire. Cet instrument utilise le couplage en champ proche dans la lame de verre 
de la fluorescence des plots biologiques situés à la surface de cette dernière. Ce signal est en suite guidé par 
réflexion totale jusqu’à un détecteur situé en bout de lame. Le caractère multiplexe de l’instrument est réalisé en 
excitant un par un les différents plots biologiques situés à la surface de la lame de verre. 
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Cet instrument est constitué : 
− d’une lame de verre standard de microscope (25x75x1 mm) servant à la fois de support aux réactions 
biologiques ainsi que de collecteur et de guide de lumière pour le signal de fluorescence issu des plots 
biologiques, 
− d’un détecteur de type photomultiplicateur situé en bout de lame pour la détection du signal de 
fluorescence issu des plots biologiques. Ce détecteur est équipé d’un filtre dichroïque et d’un filtre 
coloré afin de discriminer les signaux parasites du signal de fluorescence, 
− d’un module d’excitation externe constitué de plusieurs LED chacune positionnées en regard d’un plot 
biologique situé sur la face opposée de la lame de verre. L’émission de ces sources d’excitation est 
filtrée à l’aide d’un filtre dichroïque adapté au domaine d’excitation des fluorophores utilisés. 
L’excitation dissociée de chacun des plots biologiques situés sur la surface de la lame permet d’obtenir 
un instrument multiplexe, 
− d’une chambre fluidique permettant la circulation et le confinement de l’échantillon à tester sur la 
surface de la lame de verre afin de faire réagir les éventuelles molécules cible présentes dans 
l’échantillon avec les plots biologiques, 
− d’un microcontrôleur et d’un ordinateur portable permettant une gestion automatique des différents 
paramètres nécessaires à une mesure (sources d’excitation, acquisition du signal de fluorescence, 
gestion du débit et des vannes des différentes solutions utilisées, contrôle de la température, …). 
Le fonctionnement de cet instrument repose sur le couplage en champ proche des signaux de fluorescence des 
plots biologiques dans la lame de verre, signaux qui sont ensuite guidés par réflexion totale dans la lame 
jusqu’au détecteur. 
Le couplage en champ proche dans la lame de verre 
Le phénomène de couplage en champ proche des signaux de fluorescence dans la lame provient d’une 
interaction forte entre le substrat, ici la lame de verre, et les fluorophores situés à proximité de la lame (zµ < λ où 
zµ représente l’altitude du fluorophore au dessus du substrat, et λ la longueur d’onde d’émission de ce 
fluorophore). Ce phénomène d’interactions entre le fluorophore et le substrat a fait l’objet de nombreuses études 
depuis la mise en évidence de l’influence du milieu extérieur sur les propriétés d’émission d’un dipôle (Carniglia 
1972, Drexhage 1974, Lukosz 1977 a, Lukosz 1977 b, Chance 1978, Lukosz 1979, Ford 1984, Hellen 1987, 
Barnes 1998). Ces études ont montré les interactions existantes entre le substrat et le fluorophore, avec en 
particulier une perte importante de l’énergie du dipôle dans le substrat. Il a ainsi été montré que jusqu’à 34 % de 
l’émission d’un dipôle situé en milieu aqueux à l’interface d’une lame de verre (d’indice de réfraction de 1,51) 
pouvait être couplée et piégée par réflexion totale dans cette dernière (Ruckstuhl 2000 et Figure 1.22). 
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Figure 1.22. Diagramme d’émission d’un ensemble de fluorophores orientés de façon isotrope et situés à 
l’interface entre un milieu aqueux (d’indice de réfraction de 1,33) et une lame de verre (d’indice de réfraction de 
1,51). On observe une émission importante du dipôle au dessus de l’angle limite de réflexion totale (θc) qui 
correspond au signal couplé dans la lame de verre. Ce diagramme d’émission a été calculé à partir des codes 
développés au paragraphe 2.5.2. 
Ce phénomène de couplage en champ proche du signal de fluorescence dans la lame peut être appréhendé 
comme étant le phénomène inverse de l’excitation de molécules fluorescentes par onde évanescente (Carniglia 
1972). Lorsqu’une onde lumineuse se propage d’un milieu plus réfringent (n1) vers un milieu moins réfringent 
(n2 < n1) avec un angle supérieur à l’angle limite de réflexion totale θc, la totalité de son énergie est réfléchie et 
reste dans le milieu le plus réfringent (Figure 1.23). D’après les lois de Snell-Descartes, cet angle limite de 
réflexion totale est défini par la relation suivante : 
1
21sin
n
n
c
−
=θ  
Eq. 1.2.  
 
Figure 1.23. Passage d’un faisceau lumineux d’un milieu d’indice de réfraction n1 à un milieu d’indice de 
réfraction n2 plus faible en fonction de son angle d’incidence θ1. Si cet angle est inférieur à l’angle critique θc il 
y a réflexion et transmission du faisceau lumineux. Par contre si θ1 est supérieur à θc alors il y a réflexion totale 
du faisceau dans le milieu 1. 
Cependant, la nature ondulatoire de la lumière implique la présence d’énergie dans le milieu le moins réfringent 
(ici le milieu 2), énergie qui peut être décrite à partir des relations de continuité des champs électrique et 
magnétique entre les milieux 1 et 2. Cette énergie est confinée à l’interface entre les deux milieux et décroit 
Milieu 2 (n2) 
Milieu 1 (n1 > n2) 
θc θc 
θ1 θ1 
Faisceau réfracté 
Faisceau réfléchi 
Faisceau incident 
Onde évanescente 
θc 
neau = 1,33 
nverre = 1,51 
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exponentiellement dans le milieu le moins réfringent : on parle d’ondes évanescentes. Les méthodes de 
transduction du signal par fluorescence avec excitation par onde évanescente utilisent cette énergie afin d’exciter 
uniquement les fluorophores situés à la surface du support de réaction. Cela permet ainsi de limiter la 
contribution de la fluorescence d’ensemble du volume et donc de limiter l’offset sur la mesure (Ligler 2003, 
Golden 2005, Tschmelak 2005, Taitt 2005, Rachet 2007). 
Selon le principe du retour inverse de la lumière, une onde évanescente située à l’interface d’une lame de verre, 
produite par exemple par l’émission d’un fluorophore, peut donc être couplée dans la lame et se propager dans 
cette dernière par réflexion totale. Les molécules présentes dans le volume évanescent créée par une réflexion 
totale se comportent alors comme si elles étaient matériellement dans le milieu le plus réfringent car elles ont la 
capacité, d’une part, d’absorber l’énergie des ondes se propageant dans le milieu de plus fort indice de réfraction 
via leur parties évanescentes et, d’autre part, d’émettre de la lumière dans ce même milieu. C’est le principe de 
fonctionnement de notre dispositif. Cette équivalence entre couplage et découplage évanescent a clairement été 
montré par Carniglia et al. (Carniglia 1972). 
On note par ailleurs que ce principe permet aussi de discriminer les signaux de volume des signaux de surface 
limitant ainsi l’offset sur les mesures. En effet, seules les ondes évanescentes produites par des molécules 
suffisamment proches du milieu de plus fort indice de réfraction pourront « voir » la lame de verre et donc se 
coupler dans cette dernière. Les modes rayonnés peuvent aussi contribuer au signal mais de façons marginales 
car seule la fraction transmise dans la lame puis subissant les réflexions successives sur ces bords sera détectée 
ce que l’on peu considérer comme négligeable au vue des distances et donc du nombre de réflexions à prendre en 
compte. 
Plusieurs travaux ont été réalisés afin de tirer profit de ces interactions entre les fluorophores et le substrat, 
support de la réaction biologique. Cela a consisté soit à limiter les pertes d’énergie dans le substrat et à rediriger 
le signal vers un détecteur situé au dessus du substrat à l’aide d’un réseau (Holland 1985), d’un empilement de 
couches minces (Sullivan 1994, Barritault 2002, Bras 2004) ou encore à l’aide de structures macroscopiques 
(Blue 2005, Ruckstuhl 2000). D’autres équipes ont cherché à utiliser l’énergie couplée dans le substrat afin de la 
guider vers un détecteur en bout de substrat (Robinson 1993, Gouin 1998, Hofmann 2002, Galland 2004, Gachet 
2004, Seiler 2006, Schultz 2007). 
1.8.2. Avantages et limitations de cet instrument 
Cet instrument présente plusieurs avantages pour répondre aux contraintes du cahier des charges que nous nous 
sommes fixé pour la détection d’agents pathogènes hors laboratoire : 
Tout d’abord cet instrument est potentiellement très robuste et compact : 
− le module d’excitation de la fluorescence des plots biologiques est simple et ne nécessite pas d’éléments 
optiques complexes, 
− la contrainte d’alignement entre les plots biologiques positionnés sur la surface de la lame et les sources 
d’excitation sont bien moins importantes que pour l’injection du signal d’excitation dans un guide 
d’onde dans le cas d’une excitation par onde évanescente (Golden 2005, Rowe 1999, Tschmelak 2005), 
ce qui rend plus robuste notre instrument par rapport à ces systèmes, 
− le caractère multiplexe de l’instrument ne nécessite ni un système de balayage mécanique encombrant et 
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complexe, comme c’est le cas pour des scanners classiquement utilisés en laboratoire, ni un système 
d’imagerie nécessitant des optiques complexes (Tschmelak 2005), un détecteur résolu spatialement 
(Golden 2005, Rowe 1999), et un alignement précis, 
− la collecte et la détection du signal fluorescent des plots biologiques ne nécessitent aucun élément 
optique car le détecteur est directement positionné et plaqué au bout de la lame de verre et la collecte du 
signal dans la lame se fait par un couplage en champ proche ne demandant pas de dispositif optique 
particulier, 
− le fait que l’on collecte la fluorescence dans une direction perpendiculaire au signal d’excitation nous 
permet de réduire les contraintes sur le filtrage et ainsi de simplifier l’instrumentation. Cela peut de plus 
permettre d’atteindre de bonnes sensibilités de détection du fait d’un faible offset sur les mesures. 
Cette instrumentation est donc plus robuste mécaniquement que les dispositifs de nos principaux concurrents et 
est potentiellement très compacte car aucun composant optique complexe n’est utilisé. 
D’autre part, la collecte du signal de fluorescence par un couplage en champ proche dans la lame de verre 
permet : 
− de collecter une part importante (jusqu’à un tiers) du signal émis par le fluorophore permettant d’obtenir 
des limites de détection comparables aux instruments de laboratoire de type scanners ou microscopes à 
épi-fluorescence, 
− de restreindre le volume de mesure afin de limiter la contribution des signaux de volume, signaux non 
spécifiques de la détection de molécules cible. Cela doit donc permettre d’améliorer la spécificité de 
détection par rapport à des systèmes dont le volume de mesure n’est pas restreint à la surface de 
réaction et d’effectuer des mesures dans des milieux complexes sans être limité par leur 
autofluorescence. De plus, cela nous permet de réaliser des mesures en continu sans être gêné par 
l’autofluorescence du volume et les signaux des éventuels traceurs présents dans la solution. 
Par ailleurs, ce dispositif peut être utilisé pour différents protocoles biologiques dont les protocoles ASDI et 
SPIT-FRI permettant une mesure en continu de l’échantillon. 
Enfin, ce dispositif consomme peu d’énergie, paramètre important pour une grande autonomie. En effet, les LED 
et détecteur utilisés dans cet instrument ne nécessitent pas de puissances importantes pour leur fonctionnement. 
Cet instrument présente donc de nombreux avantages pour une utilisation hors laboratoire. La simplicité optique 
et les faibles contraintes d’alignement en font un instrument intrinsèquement robuste et compact ce qui constitue 
le principal avantage vis-à-vis de nos concurrents. Par ailleurs, le prix d’un tel instrument est potentiellement 
faible car aucun composant optique ou mécanique complexe n’est utilisé. 
Cependant, cet instrument possède certaines limitations : 
− une perte de signal en fonction de l’éloignement du plot biologique sondé par rapport au détecteur a été 
observée. En effet, suivant cette distance une part plus ou moins importante du signal couplé dans la 
lame atteint le détecteur situé en bout de lame (voir Figure 1.24). Nous utiliserons le terme vignetage 
pour désigner ce phénomène. 
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Figure 1.24. Mesure du signal détecté en bout d’une lame standard de microscope en fonction de la 
distance entre le plot fluorescent et le détecteur. Le signal est mesuré en photo-événements (Phe) qui 
représentent les électrons issus de la conversion des photons en électrons par la photocathode du détecteur 
avant amplification. 
Toutefois, cette perte de signal peut être minimisée en utilisant un détecteur dont la photocathode 
correspond à la taille de la face de sortie de la lame de verre. Le détecteur utilisé actuellement est donc 
un photomultiplicateur Hamamatsu H8249-10 dont la taille de sa photocathode est de 20x4 mm². 
De plus, nous observons qu’à partir d’une certaine distance (supérieur à 20 mm), cette perte de signal 
diminue ce qui nous permet de minimiser l’influence de ce phénomène entre les différents plots 
biologiques. Une caractérisation précise de ce phénomène, par la réalisation d’une fonction 
d’instrument, doit permettre la correction en temps réel des mesures suivant la position du plot interrogé 
par rapport au détecteur. 
Enfin, les mesures effectuées étant des mesures en continu de cinétiques de réaction, l’information est 
contenue dans les variations du signal au cours du temps et non dans les différences de signal entre les 
différents plots biologiques, ce qui limite l’influence de ce phénomène sur nos mesures. 
− Il a enfin été montré que l’état de surface des bords de la lame influence le guidage et donc la quantité 
de signal détectable en bout de lame. Nous ne nous sommes cependant pas attardé sur ce phénomène car 
les performances obtenues sur de simples lames standards de microscope ayant des bords bruts sont tout 
à fait satisfaisantes actuellement. 
1.8.3. Performances actuelles de l’instrument 
Aujourd’hui, un dispositif transportable et intégré à l’intérieur d’une mallette de petite dimension (≈ 10 L) a été 
réalisé par l’équipe projet (voir Figure 1.25). Deux prototypes sont quotidiennement utilisés à Saclay par 
l’équipe du Dr. Volland et un troisième, alimenté par une batterie de voiture, a été utilisé avec succès hors 
laboratoire par une équipe du CEA. 
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Figure 1.25. Photographie de l’extérieur et de l’intérieur du dispositif instrumental intégré à l’intérieur 
d’une mallette. 
Des expériences ont été réalisées pour valider le caractère multiplexe de l’instrument par la détection simultanée 
et indépendante de deux agents pathogènes et des performances comparables à celle d’instruments de 
laboratoires et de nos principaux concurrents ont été obtenues (Schultz 2007). 
1.8.4. Systèmes similaires 
D’autres architectures de biocapteurs multiplexes fonctionnant aussi sur un couplage en champ proche du signal 
de fluorescence dans le substrat ont été utilisées par d’autres équipes (Gachet 2004, Seiler 2006). Ces systèmes 
diffèrent de celui développé au laboratoire principalement sur la méthode employée pour réaliser un composant 
multiplexe. 
Au lieu de discrétiser le signal des différents plots biologiques à l’excitation, comme c’est notre cas, ils utilisent 
un ensemble de guides d’ondes afin de guider le signal des différents plots biologiques excités par une seule 
source vers un détecteur optique résolue spatialement (caméra CCD, barrette de photodiodes). 
Deux architectures peuvent être utilisées : 
− un substrat en verre sur lequel sont réalisés des guides d’onde par une technique d’échange d’ions (voir 
paragraphe 3.3.4.1) (Gachet 2004). Ces guides d’onde servent à cheminer le signal en bout de 
composant vers un détecteur. L’excitation se fait par une source positionner au dessus du composant et 
éclairant l’ensemble de la puce. Le caractère multiplexe de l’instrument provient alors de la 
discrétisation des signaux des différents plots biologique par le détecteur résolu spatialement : 
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Figure 1.26. Schéma de principe du système développé par Gachet (Gachet 2004). Les différents plots 
biologiques sont excités simultanément normalement au substrat. La fluorescence est collectée dans des guides 
d’onde chacun adressés à un plot biologique. Le signal est ensuite guidé vers un détecteur résolu spatialement 
en bout de composant. 
− un substrat en Silicium sur lequel est déposé une couche de Silice dans laquelle sont gravés des guides 
d’onde en Nitrure de Silicium (Seiler 2006). Chacun des guides d’onde est adressé à une photodiode 
d’une barrette de photodiodes située en bout de composant. L’excitation des différents plots biologique 
est aussi réalisé par une seule source située au dessus du composant et éclairant l’ensemble de la puce. 
La discrimination de signaux des différents plots biologiques est alors réalisée grâce à la résolution 
spatiale du détecteur : 
 
Figure 1.27. Schéma de principe du système développé par Seiler (d’après Seiler 2006). Les différents plots 
biologiques sont excités simultanément normalement au substrat. La fluorescence est collectée dans des guides 
d’onde chacun adressés à un plot biologique. Le signal est ensuite guidé vers un détecteur résolu spatialement 
en bout de composant. 
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Ces systèmes utilisent donc aussi le couplage en champ proche du signal de fluorescence des plots biologiques 
dans le substrat afin de le guider vers un détecteur situé en bout de lame. Cependant, les performances obtenues 
en termes de limite de détection ne sont pas bonnes en comparaison des performances que nous obtenons. 
Dans le cas du système développé par Gachet (Gachet 2004), un détecteur ayant une très bonne résolution 
spectrale doit être utilisé afin de pouvoir détecter le signal de fluorescence des plots biologiques. Le signal 
spécifique est donc noyé dans des signaux parasites (excitation, signal des autres plots biologiques) ce qui nuit 
fortement au rapport signal sur bruit du signal détecté. 
Dans le cas du système développé par Seiler (Seiler 2006), la spécificité du signal parvenant au détecteur est 
meilleure mais très peu de signal de fluorescence y arrive. Leur limite de détection est donc limitée car ils ne 
détectent pas assez de signal. 
Nous donnerons au chapitre 2 (voir § 2.5.3.3) les raisons de ces faibles performances ce qui nous permettra de 
confirmer l’intérêt de l’architecture développée au laboratoire utilisant une discrétisation des signaux des 
différents plots biologiques à l’excitation et non à l’émission comme ces systèmes. 
1.9. Objectifs et travail réalisé au cours de la thèse 
Dans ce paragraphe, les objectifs du travail de thèse vont être définis. Nous détaillerons ensuite les problèmes 
que nous avons identifiés afin d’atteindre ces objectifs, puis une présentation des différents travaux réalisés au 
cours de cette thèse sera effectuée. 
1.9.1. Objectifs de la thèse 
L’objectif de mon travail de thèse a consisté en l’étude de l’intégration de fonctions de détection à la biopuce. Si 
le travail précédemment réalisé au laboratoire a conduit à simplifier considérablement la configuration optique, 
nous souhaitions poursuivre dans cette voie en étudiant les possibilités d’intégration de sources de lumière et de 
détecteurs pour assurer respectivement l’excitation de la fluorescence et la mesure du flux émis. Les avantages 
associés à cette intégration sont : 
− l’amélioration de la compacité de l’instrument, 
− la suppression des désalignements potentiels des sources et des plots, en particulier lors des transports 
de l’appareil, ce qui doit permettre d’augmenter la robustesse instrumentale, 
− la possibilité d’augmenter le nombre de plots sur la puce et d’ajuster la forme de ceux-ci sans avoir à 
modifier l’instrument de mesure. 
Ce dernier point est particulièrement intéressant. En effet, il est difficile d’anticiper sur le nombre d’agents à 
détecter dans le futur avec un même instrument. Pouvoir ajouter un paramètre de détection sans avoir à rapatrier, 
pour une mise à jour, un grand nombre d’instruments est un avantage important par rapport à des systèmes plus 
figés comme ceux existants actuellement (voir par exemple Tschmelak 2005). 
La figure suivante illustre une biopuce intégrant dans un même dispositif les sources d’excitation, les plots bio-
spécifiques, le détecteur et la chambre de réaction.  
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Figure 1.28. Schéma du principe de l’intégration de la chaîne de détection directement dans le composant 
de notre instrument. 
Ce type de dispositif est jeté après chaque analyse : le coût du composant est donc un élément important 
extrêmement difficile à appréhender dans un contexte de recherche. Certaines grandes règles peuvent cependant 
être utilisées pour orienter les choix techniques. 
L’intégration du détecteur ne nous parait pas envisageable pour des mesures en fluorescence compte tenu des 
niveaux de sensibilité des applications visées. Pour ce type de performances, un photomultiplicateur ou une 
matrice CCD refroidie est nécessaire. En effet, si nous suivons le raisonnement mené par l’équipe de S. Quake 
(Unger 1999), nous trouvons qu’une seule molécule de Rhodamine placée sur une surface de 1 mm² éclairée par 
un flux de 1 mW émet en retour un flux de l’ordre de la dizaine d’aW (~50.10-18 W). Pour une densité de 1 
molécule / µm² (limite de détection de l’appareil actuel), le flux mesuré est de quelques dizaines de pW (~50.10-
12 W) ce qui est très faible. De plus, placer un détecteur en bout de lame ne nous paraît pas facilement réalisable.  
L’excitation étant normale à la surface de la lame support, il est possible d’utiliser la face opposée à celle 
comportant les plots (que nous désignerons par « face arrière ») pour y placer des sources optiques remplaçant 
les LED discrètes. S’il est possible de réaliser des émetteurs semi-conducteurs pour ce genre d’application 
(Misiakos 2004, Rebhole 2005), nous avons choisi d’étudier une technologie de sources organiques appelées 
« OLED » pour « Organic Light Emitting Device ». En effet : 
− les sources OLED présentent une relative simplicité structurelle vis-à-vis des sources inorganiques de 
type LED, les rendant plus adaptées à la réalisation de dispositifs jetables (coût de production 
potentiellement plus faible) (voir Figure 1.29), 
 
Figure 1.29. Schéma représentant une OLED constituée d’une seule couche mince organique comprise 
entre deux électrodes qui est la structure d’OLED la plus simple possible. 
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− ces sources peuvent être réalisées aussi bien sur des substrats en verre, support actuellement utilisé, que 
sur des substrats en plastique qui peuvent être envisagés à terme pour la réalisation de composants bas 
coût et jetables (possibilité de façonnage par des techniques de type moulage ou thermoformage), 
− la technologie OLED a connu dernièrement un essor rapide et arrive aujourd’hui à un niveau maturité 
permettant des productions industrielles : des produits à base d’OLED sont aujourd’hui commercialisés 
(écran de téléphones portables, d’autoradio et plus récemment des écrans de télévision de grandes 
tailles). Elles présentent aujourd’hui des durées de vie tout à fait acceptables pour nos applications, 
− ces sources organiques peuvent être réalisées sur des grandes surfaces et avec des formes complexes 
(Pardo 2000), ce qui ne nous paraît pas envisageable avec des sources inorganiques de type LED qui 
sont intrinsèquement ponctuelles, 
− il est possible de réaliser des OLED sur l’ensemble du spectre visible (de l’ultraviolet au rouge (Qiu 
2001, Adachi 1990, Tang 1987, Braun 1991) et d’ajuster facilement l’intervalle spectral d’émission 
(Han 2005, Lin 2006), 
− la consommation énergétique de ces sources est très faible ce qui est important pour l’autonomie du 
système. 
Toutefois, la présence de sources sur la face arrière de la biopuce peut engendrer des pertes lors du guidage de la 
lumière émise par les plots biologiques. Il est donc nécessaire de tenir compte de cette contrainte. De la même 
façon, des pertes lors du guidage peuvent être causées par les éléments de la chambre de réaction (joints 
d’étanchéité, interfaces mécaniques). Une solution pour minimiser ces pertes consiste à confiner le signal dans 
des guides d’ondes réalisés, par exemple, par dépôt d’une couche mince d’indice de réfraction supérieur à celui 
de la lame et protégée par une couche neutre au niveau des contacts avec la chambre de réaction. Une telle 
solution, sans la couche de protection au niveau des contacts avec la chambre fluidique, est représentée ci-
dessous : 
 
Figure 1.30. Schéma de principe de l’utilisation d’une couche mince diélectrique de fort indice de 
réfraction afin de confiner le signal de fluorescence sur la surface de la lame et limiter les interactions entre le 
signal et les structures du composant. 
L’objectif du travail de thèse rapporté dans ce mémoire a donc été d’étudier théoriquement et expérimentalement 
un biocapteur comportant une matrice de sources d’excitation de type OLED intégrées dans son composant et 
une couche mince diélectrique de fort indice de réfraction destinée à extraire le signal de fluorescence de la 
biopuce par guidage optique, c'est-à-dire à étudier l’architecture représentée sur la Figure 1.30. 
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1.9.2. Problèmes identifiés 
Le travail de thèse est donc articulé autour de deux problématiques distinctes : 
− les propriétés d’émission des sources organiques pour l’excitation de zones fluorescentes précises, 
− l’émission de lumière de molécules fluorescentes au voisinage d’interfaces entre différentes milieux 
ainsi que le confinement et la propagation de cette lumière dans une couche mince diélectrique. 
1.9.2.1. Propriétés d’émission de sources organiques de type OLED 
L’utilisation de la fluorescence comme méthode de transduction impose une sélection précise des intervalles 
spectraux d’excitation et d’émission. De plus, la méthode de mesure utilisée nécessite un éclairage précis des 
différents plots biologiques. Il est donc nécessaire d’adapter les propriétés d’émission des OLED à ces 
contraintes pour leur intégration dans la biopuce. 
Largeur spectrale d’émission des sources OLED 
Le rendement de conversion du processus de fluorescence à la base de notre biopuce est très faible. Il est donc 
indispensable d’éliminer tout signal optique autre que celui de fluorescence par filtrage spectral de l’émission 
des fluorophores. Ceci est d’autant plus critique que le décalage de Stockes entre les domaines d’absorption et 
d’émission des fluorophores organiques est très faible (voir Figure 1.31 a) et que le spectre d’émission des 
OLED est large (voir Figure 1.31 b). Pour donner un ordre de grandeur, une combinaison de trois filtres est 
installée sur l’instrument actuel (un filtre interférentiel en excitation, un filtre interférentiel et un coloré en 
émission). On obtient ainsi un taux de réjection du signal d’excitation 10-8 à 10-9 au niveau du détecteur. Le 
détecteur étant extérieur à la biopuce, celui-ci sera équipé des filtres adaptés. En revanche, il sera nécessaire de 
filtrer de façon efficace l’émission des OLED pour atténuer l’énergie émise par la source d’excitation dans 
l’intervalle de transmission des filtres en émission situés devant le détecteur (voir Figure 1.31 b). 
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Figure 1.31. a : Spectre d’absorption (en bleu) et d’émission (en rose) des fluorophores Cy3 (données tirées 
du site www.omegafilters.com/curvo2/). b : Spectre d’émission d’une OLED à base du matériau Alq3 (mesure 
effectuée au laboratoire). 
La largeur spectrale d’émission des sources OLED est un paramètre critique : nous avons donc étudié les moyens 
de filtrer cette émission et nous rapporterons dans la suite du mémoire les résultats de cette étude. 
Directivité des sources OLED 
Le dispositif que nous avons développé utilise un balayage discret des différents plots biologiques afin de 
pouvoir détecter plusieurs agents pathogènes sur une même lame. En excitant tour à tour chacun des plots, il 
devient en effet possible de mesurer spécifiquement le signal de fluorescence de chacune des zones sensibles et 
donc de remonter à la présence des agents pathogènes éventuellement présents dans l’échantillon. 
Cependant, cela n’est possible que si chaque source d’excitation excite un seul plot à la fois. Dans le cas 
contraire, il devient très difficile, voire impossible, de discriminer le signal de fluorescence du plot (voir Figure 
1.32). 
Spectre de l’OLED à base d’Alq3 
Filtre en émission 595AF60 
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Figure 1.32. a°) Cas de l’excitation des plots biologiques avec des sources peu directives. b°) cas de 
l’excitation à l’aide de sources directives. 
Les OLED ont une directivité très faible comme l’illustre la Figure 1.33. Cela en fait des sources très 
intéressantes pour le domaine de l’affichage pour leur grand angle de vision mais cette propriété constitue un 
défaut majeur pour notre application. 
 
Figure 1.33. Diagramme d’émission d’une source OLED à base du matériau Alq3 (d’après Tsutsui 1994). 
Si les sources d’excitation sont très peu directives, une partie de leur émission est émise avec un angle supérieur 
à l’angle limite de réflexion totale puis est guidée jusqu’au détecteur (Figure 1.34) : le signal d’offset, malgré le 
filtrage, réduit la sensibilité du dispositif. 
 
 
Sources d’excitation Sources d’excitation 
a°) Cas d’une source peu directive b°) Cas d’une source directive 
Plots biologique Plots biologique 
Plusieurs plots sont excités simultanément : 
impossibilité de remonter au signal spécifique 
Lame de verre 
Un seul plot est excité à la fois : possibilité de 
remonter au signal spécifique de fluorescence 
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Figure 1.34. Illustration de la possibilité de couplage par réflexion totale de l’émission de la source 
d’excitation dans la lame de verre dans le cas d’une émission très peu directive. 
Une analyse de l’influence de la faible directivité des OLED sur les performances de l’instrument développé au 
laboratoire doit donc être effectuée. Un travail théorique et expérimental sur l’optimisation de la directivité de 
ces sources organiques a ensuite été mené pour proposer des solutions en vue de leur intégration dans le 
composant 
1.9.2.2. Collection et confinement du signal de fluorescence dans une couche mince de fort indice 
de réfraction 
Le couplage en champ proche de l‘émission de fluorophores dans un matériau massif recouvert ou non d’une ou 
plusieurs couches minces a fait de l’objet de nombreuses études théoriques et expérimentales (Drexhage 1974, 
Lukosz 1977 a, Lukosz 1977 b, Chance 1978, Lukosz 1979, Ford 1984, Hellen 1987, Barnes 1998). L’utilisation 
de guides d’onde afin de confiner le signal de fluorescence de plots biologiques et de leur adresser à chacun un 
détecteur dédié a, par ailleurs, déjà été étudié (Gachet 2004, Seiler 2006). 
Toutefois, les conditions de mesures propres à nos applications nécessitent de bien comprendre ce phénomène 
afin de dimensionner le système. De plus, il peut être utile de modifier la configuration du système en fonction 
des conditions expérimentales qui peuvent varier (longueur d’onde de fluorescence, indice de réfraction des 
milieux, type de milieux) afin d’en optimiser les performances. La connaissance et la maîtrise du couplage en 
champ proche de la fluorescence dans un guide d’onde nous sont donc nécessaires pour l’optimisation de notre 
système. 
1.9.2.3. Problèmes identifiés – conclusion 
L’étude de l’intégration des sources d’excitation dans notre composant nécessite donc de connaître et de pouvoir 
simuler les propriétés d’émission des OLED ainsi que le couplage et le guidage de la fluorescence dans une lame 
de verre recouverte ou non d’une couche mince. Cela permettra de concevoir le biocapteur en réduisant le 
nombre d’étapes de réalisation et d’expériences pour sa mise au point. 
De plus, au-delà de mon travail de thèse, ces outils de simulation permettront de modéliser des configurations 
adaptées à des contextes d’usages non connus aujourd’hui. 
 
Sources d’excitation 
Plots biologique 
Lame de verre 
Signal d’excitation piégé dans la 
lame de verre par réflexion totale 
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1.9.3. Travail réalisé au cours de la thèse 
Le travail réalisé au cours de cette thèse est donc articulé autour de l’étude théorique et expérimentale de ces 
deux fonctions du lecteur de fluorescence développé au laboratoire. 
Le chapitre 2 sera consacré à la mise en place de modèles théoriques qui m’ont permis d’étudier ces deux 
fonctions. Une analyse de ces deux problèmes m’amènera, dans un premier temps, à définir une structure de 
cavité asymétrique permettant de décrire à la fois les propriétés de collecte de la fluorescence par le composant 
ainsi que les propriétés d’émission des sources OLED. 
Une analyse de l’influence de la faible directivité et du spectre large des OLED sur les performances de 
l’instrument développé au laboratoire sera ensuite réalisée. Cette étude permettra de définir les besoins en termes 
de filtrage et de directivité de ces sources en vue de leur intégration dans le composant de la biopuce. 
A partir des données disponibles dans la littérature, plusieurs modèles de calcul permettant de simuler à la fois 
l’émission des OLED et le couplage de la fluorescence dans une lame de verre stratifiée ou non seront ensuite 
mis au point. Ces différents modèles, complémentaires entre eux, me permettront d’étudier à la fois de la 
répartition spatiale de l’émission du dipôle dans différentes configurations mais aussi de connaître les différentes 
voies de relaxation du dipôle, en particulier les dissipations non radiatives et dans les éventuelles modes guidés 
supportés par la structure du composant. Une étude comparative de performances théoriques de notre instrument 
vis-à-vis des instruments présentés au paragraphe 1.8.4 sera alors possible et réalisée. 
Le chapitre 3 sera, quant à lui, dédié à la caractérisation, théorique et expérimentale, de la collecte de la 
fluorescence dans le composant et des propriétés d’émission de sources organiques situées ou non dans une 
cavité Fabry Pérot.  
Grâce aux modèles mis au point au chapitre 2 et à des composants réalisés en collaboration avec différents 
partenaires, je montrerai le rôle et l’intérêt d’utiliser une couche mince de fort indice de réfraction sur la surface 
de la lame afin d’améliorer les performances de l’instrument développé au laboratoire. Cela me conduira à une 
conclusion inattendue au vue des différents systèmes utilisant des guides d’onde pour collecter le signal de 
fluorescence de plots biologiques. 
Enfin, j’effectuerai une analyse théorique et expérimentale des propriétés d’émission de source OLED à 
l’intérieur de cavités Fabry Pérot grâce à la réalisation de divers composants. Cette étude me permettra alors de 
conclure quant à la possibilité d’intégrer de telles sources dans le composant de l’instrument développé au 
laboratoire 
  
Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un 
dipôle dans une cavité fermée 
asymétrique
2.1. Introduction 
Le travail présenté dans ce chapitre a pour but d’établir un modèle commun permettant d’étudier à la fois les 
propriétés d’émission d’une OLED ainsi que la collecte et le confinement d’un signal de fluorescence dans un 
substrat stratifié. Pour cela, nous allons montrer la forte analogie entre ces deux problèmes, analogie qui nous a 
amené à définir une configuration commune pour l’étude de ces deux phénomènes : les cavités fermées 
asymétriques. 
2.1.1. Structure d’une OLED 
Une OLED est une source de lumière dont les émetteurs sont des matériaux organiques excités par un champ 
électrique externe. Ce champ électrique permet l’injection de porteurs de charges (électrons et trous) à l’intérieur 
des couches organiques, porteurs qui, en se recombinant, permettent l’émission de lumière : c’est le principe de 
l’électroluminescence présenté par Destriau dès 1936 (Destriau 1936). 
Les OLED sont réalisées à partir d’un empilement de différentes couches minces organiques de dimensions 
allant de quelques dizaines à quelques centaines de nanomètres. Ces couches minces sont comprises entre deux 
électrodes réalisant l’injection des porteurs de charges et dont au moins une est transparente afin d’extraire la 
lumière émise (voir Figure 2.1). 
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Figure 2.1. Structure typique d’une OLED constituée par un empilement de plusieurs couches minces 
organiques comprises entre deux électrodes (l’anode et la cathode) responsables de l’injection des porteurs de 
charges dans les couches organiques et dont au moins une est semi transparente afin de permettre l’extraction 
de la lumière. 
Une OLED peut donc être représentée par un empilement de plusieurs couches minces d’indice de réfraction et 
d’épaisseur variable au centre desquelles sont positionnées les molécules électroluminescentes responsables de 
l’émission de la lumière. Une présentation du fonctionnement des OLED sera effectuée au paragraphe 2.3.1 et 
permettra d’expliquer la raison d’un tel empilement. 
La modélisation des propriétés d’émission de ces sources peut alors être réalisée en étudiant les propriétés 
d’émission de molécules électroluminescentes placées à l’intérieur d’un empilement de différentes couches 
minces dont les propriétés optiques varient. Les interactions entre le champ électromagnétique produit par les 
molécules électroluminescentes et les différentes interfaces et milieux composant l’OLED vont déterminer les 
propriétés spectrale et spatiale d’émission de la source. Ces interactions peuvent être étudiées grâce aux 
équations de Maxwell permettant de très bien décrire la propagation et les modifications d’un champ 
électromagnétique traversant un empilement de couches minces. 
2.1.2. Collecte de la fluorescence dans un substrat stratifié 
Le principe de l’instrument mis au point au laboratoire repose, quant à lui, sur le couplage en champ proche du 
signal de fluorescence des plots biologiques dans une lame de verre. Ce couplage est observé lorsque le 
fluorophore est situé à une altitude inférieure ou égale à sa longueur d’onde d’émission. Le substrat peut être 
composé d’un empilement d’une ou plusieurs couches minces déposées sur un milieu massif (voir Figure 2.2) : 
on parlera dans ce cas de substrat stratifié. 
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Figure 2.2. Schéma illustrant le principe de la collecte du signal émis par des fluorophores et couplage en 
champ proche dans un substrat stratifié  
L’étude des interactions et de la propagation du champ électromagnétique émis par les fluorophore en fonction 
des différents milieux composant le substrat doit permettre de modéliser ce phénomène de couplage en champ 
proche et ainsi de déterminer la quantité d’énergie couplée dans le substrat suivant sa nature et sa structure. On 
retrouve ici une configuration planaire similaire à l’empilement de couches minces d’une OLED que les 
équations de Maxwell décrivent très bien. 
2.1.3. Cavité fermée asymétrique (définition) 
Les structures schématisées sur les Figure 2.1 et Figure 2.2 présentent de fortes similitudes. En effet, dans ces 
deux configurations, des molécules luminescentes (fluorophores ou molécules électroluminescentes) sont placées 
à l’intérieur de cavités planaires dont un des miroirs est soit présent (cas de la Figure 2.1), soit absent (cas de la 
Figure 2.2).  
Afin de modéliser à la fois les propriétés d’émission des OLED, la collecte et le confinement du signal de 
fluorescence dans le composant, nous avons choisi d’étudier l’effet d’une cavité asymétrique sur les propriétés 
d’émission de ces molécules. Une telle cavité asymétrique peut être représentée de la manière suivante : 
Fluorophore 
Substrat 
stratifié 
z 
Champ émis par les 
fluorophores couplés 
dans le substrat  d ≤ λ 
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Figure 2.3. Schéma d’une cavité asymétrique à l’intérieur de laquelle sont placées des molécules 
luminescentes. On considérera dans un premier temps que ces molécules sont positionnées au niveau d’un plan 
infiniment mince qui sera aussi l’origine de l’axe z. Les différents milieux composant cette cavité peuvent être 
tous différents de part leur nature et leur propriété optique (métal, couche mince diélectrique, eau, air, …) afin 
de pouvoir modéliser les deux configurations représentées sur les Figure 2.1 et Figure 2.2. 
Une telle cavité nous permet de modéliser : 
− les propriétés d’émission des OLED. Dans ce cas, le milieu 3 représentera la couche organique 
luminescente dans laquelle les molécules électroluminescentes émettent de la lumière. Les milieux 2 et 
4 représenteront les différentes couches minces diélectriques et les électrodes composant l’OLED. 
Enfin, les milieux 1 et 5 seront les milieux entourant l’OLED, c'est-à-dire du verre ou du plastique pour 
le substrat et de l’air ou de l’eau pour le superstrat, 
− le phénomène de couplage en champ proche. Dans ce cas le substrat (milieu 5) représentera la lame de 
verre recouvert par une ou plusieurs couches minces représentées par le milieu 4. Les milieux 1, 2 et 3 
seront, quant à eux, confondus et représenteront le milieu dans lequel se trouvent les fluorophores 
(typiquement de l’air ou de l’eau). 
Une cavité asymétrique permet de modéliser les deux configurations qui nous intéressent et que nous nous 
proposons d’étudier dans ce mémoire. Nous développerons alors un seul modèle basé sur cette structure et de 
simples modifications des propriétés des différents milieux nous permettrons d’étudier soit l’émission d’une 
OLED, soit la collection d’un signal de fluorescence dans un substrat stratifié. 
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Les équations de Maxwell utilisées pour modéliser ce type de structures planaires via une approche classique de 
l’électromagnétisme, permettent aussi de modéliser l’émission des différentes molécules luminescentes en 
considérant que celles-ci sont des dipôles. Cette approche, qui sera justifiée dans le paragraphe suivant, permet 
en effet de modéliser aussi bien les phénomènes d’absorption que d’émission des molécules. 
2.2. Le modèle dipolaire 
2.2.1. Présentation du modèle dipolaire 
Nous étudierons tout au long de ce mémoire deux interactions lumière-matière très similaires : la 
photoluminescence et l’électroluminescence. Ces deux phénomènes correspondent à la propriété qu’ont certaines 
molécules d’émettre de la lumière quand elles sont soumises au  rayonnement d’un champ excitateur extérieur 
pouvant être de nature électrique (électroluminescence) ou optique (photoluminescence). Etant donné qu’on 
s’intéressera principalement aux propriétés d’émission de ces molécules et plus rarement à leurs propriétés 
d’excitation que nous n’avons pas pu observer expérimentalement, nous pourrons souvent les assimiler à un seul 
groupe de molécules que nous nommerons "luminophore".  
Les luminophores représentent aussi bien les fluorophores, qui sont utilisés comme marqueurs dans de nombreux 
biocapteurs dont le notre, que les molécules électroluminescentes utilisées dans les sources de type LEDs ou 
OLEDs. Le modèle dipolaire électromagnétique permet de simuler les propriétés d'excitation et d'émission de 
l'ensemble de ces luminophores. En effet, l’approximation dipolaire est valable lorsque les dimensions de la 
source considérée sont très faibles devant la longueur d’onde d’émission. Les sources considérées ici étant des 
molécules et leurs émissions se faisant dans le domaine visible, cette approximation est applicable. 
Ce modèle dipolaire a déjà été largement utilisé et validé dans la littérature pour décrire les propriétés optiques 
des luminophores, que ce soit pour simuler des phénomènes de fluorescence (Chance 1975, Chance 1978, 
Lukosz 1979, Ford 1984, Hellen 1987, Barnes 1998, Barritault 2002) que pour étudier les propriétés d'émission 
de sources électroluminescentes à l’intérieur de cavités (Lukosz 1980, Lukosz 1981, Björk 1991, Deppe 1991 a 
Deppe 1991 b, Deppe 1994, Rigneault 1996, Neyts 1998, Benisty 1998 a). Aucun modèle publié ne permet de 
traiter le cas d’une cavité dissymétrique permettant de passer, par un simple paramétrage, d’une situation à 
l’autre. 
Dans ce modèle, le luminophore est modélisé par deux dipôles oscillants électromagnétiques : 
− un dipôle d’absorption qui permet de prendre en compte l’excitation du luminophore par le champ 
excitateur. Ce modèle permet de simuler les différents phénomènes lors de l’excitation d’un 
luminophore que ce soit l’intensité du champ d’excitation que l’effet de son orientation par rapport à 
celle du luminophore. En effet, suivant la nature du champ excitateur et de la position du dipôle, ce 
dernier sera plus ou moins excité (voir § 2.2.2.2). De même, suivant son orientation vis-à-vis de la 
polarisation du champ d’excitation, le dipôle pourra être excité ou non. Ce phénomène est souvent 
appelé le "principe de photo-sélection" : si la direction de polarisation du champ excitateur est 
orthogonale à la direction du dipôle (déterminée par l'orientation moléculaire du luminophore par 
rapport au champ), ce dernier n’aura pas d’interaction avec le champ excitateur et donc ne pourra pas 
absorber d’énergie (Ruiter 1997), 
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− un dipôle d’émission qui permet de modéliser le phénomène d’émission de lumière du luminophore. 
Dans ce cas, l'électron qui passe de l'état excité à l'état fondamental se comporte comme un dipôle 
oscillant électromagnétique irradiant de l'énergie. 
Ces deux dipôles ne sont pas nécessairement confondus. La conformation de la molécule peut changer entre le 
moment où la molécule absorbe de l'énergie et le moment où elle émet un photon. En effet, la molécule vibre 
naturellement avec des temps moyens de 10-12 secondes alors que les temps moyens d’émission d'un photon sont 
de l'ordre de 10-6 à 10-9 secondes autorisant un changement d’orientation et de position entre l'évènement 
d’absorption d’énergie et celui d'émission d'un photon. Il faudra donc considérer deux dipôles oscillant 
d'orientations différentes lorsque l'on prendra en compte les phénomènes d'absorption et les phénomènes 
d'émission. 
2.2.2. Effets du milieu extérieur 
Le but de ce paragraphe est de décrire qualitativement les effets que peuvent avoir le milieu extérieur, ou plus 
précisément les champs radiatifs supportés par le milieu extérieur, sur les propriétés d’absorption et d’émission 
d’un dipôle. En effet, on ne peut considérer les propriétés d’émission d’un dipôle sans prendre en compte le 
milieu dans lequel il est placé. 
Pour cela, nous allons tout d’abord reprendre une analogie décrite par Fermi (Fermi 1932) afin de se représenter 
comment le milieu extérieur peut influer sur les propriétés d’émission d’un dipôle.  
L’analogie décrite par Fermi utilise des concepts de mécanique afin de décrire les interactions entre un dipôle et 
son environnement extérieur. Bien qu’elle ne permette pas de représenter l’ensemble des phénomènes qui 
influent sur les propriétés d’absorption et d’émission d’un dipôle, cette analogie donne une représentation simple 
de l’influence du milieu extérieur sur un dipôle. Dans cette analogie on représente (voir Figure 2.4) : 
− le dipôle oscillant par un pendule de masse M. La période d’oscillation du pendule correspond à la 
longueur d’onde d’absorption ou d’émission du dipôle. On note que dans cette analogie, on considère 
indépendamment les phénomènes d’absorption et d’émission du dipôle. Par exemple, les pertes 
d’énergie interne au dipôle entre l’absorption et l’émission d’un photon (induisant le décalage de 
Stokes) ne sont pas prises en compte, 
− le milieu extérieur ou plus exactement les différents champs électromagnétiques pouvant se propager 
dans ce milieu par un ressort. Ce ressort, de part ces différentes périodes d’oscillation, représente les 
champs propagatifs du milieu dans lequel est situé le dipôle. On parle aussi de densité de modes 
photoniques (voir § 2.2.2.3). Ces périodes d’oscillation peuvent former un continuum (cas d’un dipôle 
dans un milieu infini) ou bien être discrètes (cas d’un dipôle situé dans un guide d’onde par exemple), 
− les interactions entre le dipôle et son environnement par un élastique reliant la masse M du pendule au 
ressort. 
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Figure 2.4. Schéma illustrant le modèle permettant de se représenter les interactions entre un 
luminophore, schématisé ici par un pendule de masse M, et son environnement extérieur dont les champs 
radiatifs sont représentés par un ressort. Les interactions entre le luminophore et le milieu extérieur sont alors 
représentées par un élastique entre le ressort et le pendule. 
Le système dipôle-milieu extérieur forme donc un système unique dont l’énergie est la somme de : 
− l’énergie du dipôle, 
− l’énergie électromagnétique des champs radiatifs contenus dans le milieu extérieur, 
− l’énergie provenant des interactions entre le dipôle et le milieu extérieur. 
Les interactions entre la molécule et la densité de modes photoniques du milieu extérieur sont représentées dans 
cette analogie par un élastique reliant le pendule au ressort. Cet élastique perturbe légèrement le mouvement du 
ressort et du pendule. Considérons, par exemple, qu’à l’instant t = 0 le pendule est en oscillation et que le ressort 
est au repos. A chaque oscillation le pendule transmet au ressort de faibles forces ayant la même période que 
celle du pendule. Si cette période est différente des périodes d’oscillations possibles du ressort, les mouvements 
de ce dernier restent faibles. Par contre, si ces périodes correspondent, le mouvement s’amplifie fortement ce qui 
représente l’émission d’un photon dans un des champs supportés par le milieu extérieur (correspondant à la 
période d’oscillation du ressort).  
Inversement, si à l’instant t = 0 le ressort est en oscillation et le pendule au repos, le phénomène inverse se 
produit. L’amplitude de l’oscillation du pendule produite par le ressort devient importante seulement si la 
période d’oscillation de ce dernier est suffisamment proche de la période d’oscillation du pendule. Cela 
représente le phénomène d’absorption d’un photon : il faut que l’énergie du photon absorbé corresponde à une 
transition électronique des bandes d’énergie du dipôle. 
On voit ainsi par ce modèle que des modifications du milieu extérieur capables d’agir sur la densité de modes 
photoniques, c'est-à-dire de modifier le nombre et la répartition des champs électromagnétiques pouvant se 
propager dans le milieu extérieur (soit les périodes d’oscillation du ressort), vont influer sur les propriétés 
d’absorption et d’émission du dipôle. Ce dernier ne va plus pouvoir osciller selon certaines périodes qui ne sont 
(a) (b) 
Ressort représentant 
les champs radiatifs 
supportés par le 
milieu extérieur 
Pendule représentant 
le luminophore 
Elastique représentant les 
interactions entre le milieu 
extérieur et le luminophore 
ωressort 
ωpendule ωpendule 
ωressort 
M M 
Chapitre 2.  Propriétés d'émission d'un dipôle dans une cavité fermée asymétrique 71 
 
 
plus des périodes d’oscillation du ressort et inversement. Ces modifications du milieu extérieur peuvent par 
exemple être dues à la présence d’un milieu absorbant ou réfléchissant à proximité du dipôle ou encore à une 
cavité. 
Dans les deux paragraphes qui suivent, nous allons regarder plus en détail quels sont les effets que peuvent avoir 
une cavité asymétrique (voir Figure 2.3) sur les propriétés d’absorption puis d’émission d’un dipôle situé à 
l’intérieur. 
2.2.2.2. Lors de l’excitation 
La cavité asymétrique influe sur le champ d’excitation et donc sur les propriétés d'absorption d'un luminophore. 
Cas d’une interface plane 
Dans un premier temps, considérons le cas d’une cavité se résumant à une interface plane au dessus de laquelle 
est positionné un dipôle et d’une excitation de ce dipôle par de la lumière arrivant en incidence normale par 
rapport à la surface de la cavité. C’est la configuration de l’excitation des plots biologiques fluorescents dans 
notre instrument (voir Figure 2.2). 
Soit une onde plane monochromatique, cohérente et polarisée rectilignement de vecteur d’onde k arrivant en 
incidence normale par rapport à l’interface (voir Figure 2.5) : 
tiikz ee ω−= 0inc EE  Eq. 2.1.  
Avec E0 l’amplitude maximale du champ, k le vecteur d’onde, z la position considérée par rapport à l’interface, 
ω la pulsation du champ et t le temps. 
Le champ réfléchi par l’interface va interférer avec le champ incident produisant une onde stationnaire au dessus 
de l'interface. Pour rejoindre l’analogie décrite au paragraphe précédent, ces interférences modifient les champs 
électromagnétiques présents dans le milieu extérieur. 
A l’altitude z0 au dessus de l’interface, le champ total sera la somme du champ incident et du champ réfléchi par 
l’interface. L’intensité résultante, donc la puissance d’excitation est alors : 
( ) ( )( )022202 .21 ikzerrz ℜ−+= 0exi EE  Eq. 2.2.  
où r est le coefficient de réflexion de Fresnel (amplitude et phase) de l’onde incidente au niveau de l’interface, 
ℜ désigne la partie réelle et 2exiE  est l’intensité d’excitation. 
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Figure 2.5. Principe de la formation d'une onde stationnaire au dessus d'une interface. Un champ incident 
Einc est réfléchi sur l'interface entre les milieux 1 et 2 (a). L'interférence de ces deux champs produit une onde 
stationnaire dans le milieu 1 (b) 
La puissance d’excitation varie donc en fonction de l’altitude z au dessus de l’interface. On comprend alors que 
le dipôle ne sera pas excité avec la même force s’il se trouve dans un ventre ou un nœud du signal d’excitation. 
Dans le cas d’un substrat stratifié, ce phénomène est plus compliqué mais le principe reste le même : on observe 
des interférences à la longueur d’onde d’excitation. La valeur de 
2
exiE  au niveau des fluorophores (quelques 
nanomètres au dessus du substrat) dépendra de l’angle et de la polarisation du champ incident mais aussi de la 
nature des couches constituant le substrat. 
La condition pour que cette onde stationnaire se forme au-dessus de l'interface est que la longueur de cohérence 
de la source soit supérieure aux différentes épaisseurs et longueurs mises en jeu (épaisseurs des couches du 
milieu 2). C'est le cas si un laser est utilisé pour exciter les fluorophores : la longueur de cohérence, de l'ordre de 
un à plusieurs dizaines de centimètres, est bien supérieure à la distance des fluorophores à la surface (de 
quelques dizaines de nm) 
Les sources d’excitation que nous utilisons sont des diodes électroluminescentes filtrées par un filtre 
interférentiel centré sur la longueur d’onde 525 nm et dont la largeur de la bande de transmission est de 45 nm. 
La longueur de cohérence lc de ces sources est donc donnée par : 
λ
λ
∆
=
2
cl  Eq. 2.3.  
où ∆λ représente la largeur spectrale de la source d’émission et λ est la longueur d’onde centrale d’émission de la 
source. 
On calcule que la longueur de cohérence spatiale de la source après filtrage est de l’ordre de 6,1 µm. Il sera donc 
nécessaire de considérer les interférences créées par la réflexion du faisceau d’excitation sur la lame lors de la 
modélisation du phénomène d’absorption des fluorophores sur notre dispositif car les dimensions mises en jeu 
sont toutes inférieures au micromètre. 
La difficulté principale est cependant de connaître l’altitude des fluorophores par rapport à l’interface afin 
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d’estimer ce signal d’excitation. Par exemple, la rugosité des différentes couches permettant de lier les sondes de 
capture à la surface est mal connue. L’épaisseur de ces couches est difficile à connaître précisément. Enfin, 
l’orientation des duplexes par rapport à la surface dépend de nombreux paramètres et est peu maitrisée. 
Toutefois, la configuration de notre instrument utilise une excitation provenant de la face inférieure de la lame 
(voir Figure 2.6). 
 
Figure 2.6. Représentation de l’excitation des plots biologiques dans notre instrument. L’excitation étant 
réalisée par-dessous la lame, il n’y a pas formation d’une onde stationnaire au niveau des plots biologiques. 
A l’intérieur de la lame on observe alors la formation d’une onde stationnaire due aux interférences entre le 
champ direct émis par la source et celui réfléchi sur la face supérieure de la lame. Le champ transmis à travers la 
lame ne forme par contre pas d’onde stationnaire au dessus de cette dernière car il n’y a pas de champ se 
propageant dans le sens inverse pour interférer avec. Les fluorophores étant situés au-dessus de la lame ne voient 
donc pas l’onde stationnaire formée à l’intérieur de la lame mais uniquement le champ transmis. De plus, la 
source d’excitation est rendue directive par le module d’excitation (voir Figure 1.21). Il est alors possible de 
considérer la puissance d’excitation des fluorophores comme constante quelles que soient leurs positions au 
dessus de la lame. 
Dans le cas d’une excitation à l’aide de sources intégrées dans la lame, cette approximation peut encore être 
utilisée. En effet, ces sources d’excitation devront être directives afin de minimiser la formation d’un offset trop 
important et de n’exciter qu’un seul plot à la fois (voir § 1.9.2.1). Leur puissance d’excitation sera donc aussi 
quasiment constante selon l’altitude des fluorophores et ce d’autant plus que la distribution en altitude de ces 
derniers reste faible (< 100 nm). 
Nous pourrons donc nous affranchir de l’effet de la formation d’une onde stationnaire pour l’excitation des plots 
biologiques dans notre cas. 
Cas d’une cavité fermée 
Considérons à présent le cas d’une cavité fermée (voir Figure 2.7) constituée d’une couche mince luminescente 
comprise entre deux miroirs (les électrodes des OLED peuvent former une telle cavité). Les OLED étant 
pompées électriquement, on peut considérer que le champ excitateur est homogène à l’intérieur de la couche 
luminescente. Cependant, le champ émis par les dipôles à l’intérieur de la cavité forme aussi une onde 
stationnaire due aux interférences entre les différentes réflexions de ce champ sur les miroirs de la cavité. Cette 
onde stationnaire influe en retour sur l’émission des dipôles. Suivant la position de ces derniers à l’intérieur de ce 
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champ (au niveau d’un nœud ou d’un ventre de l’onde stationnaire) leur émission est alors annihilée ou bien 
renforcée (Dirr 1997 et Figure 2.7). 
 
 
 
 
Figure 2.7. (a) : formation d’une onde stationnaire à l’intérieur de la cavité due aux réflexions successives 
sur les milieux 2 et 4 du champ émis par les dipôles situés à l’intérieur de la cavité. (b) : effet de la position du 
dipôle vis-à-vis de cette onde stationnaire sur son émission. Si le dipôle se situe dans un ventre de l’onde 
stationnaire son émission est renforcée et inversement s’il se trouve au niveau d’un nœud de l’onde stationnaire 
(les figures b sont issues de la publication Dirr 1997). 
Cet effet est d’autant plus important dans les cavités que l’onde stationnaire résulte d’interférences multiples 
contrairement au cas d’une simple interface plane où l’onde stationnaire est créée par l’interférence de deux 
ondes. Ce renforcement peut par exemple être utilisé afin d’améliorer la puissance d’émission des OLED en 
utilisant des couches optiquement neutres pour positionner la couche émettrice au niveau d’un ventre de cet onde 
stationnaire (cas de la Figure 2.7 b). 
Il est aussi possible de s’affranchir de cet effet en répartissant les dipôles sur l’ensemble de l’épaisseur de la 
cavité. L’annihilation et le renforcement de l’émission des dipôles se trouvent alors moyennés. Ce sera le cas des 
échantillons OLED à l’intérieur de cavités que j’ai eu l’occasion de caractériser au cours de mon travail de thèse. 
Remarque : lors d’une excitation optique d’une cavité, il y a aussi formation d’une onde stationnaire à 
l’intérieur de cette dernière. Il est cependant possible de contourner cet effet en excitant la cavité toujours de la 
même manière (angle d’incidence et longueur d’onde du faisceau d’excitation). La même onde stationnaire sera 
alors systématiquement créée permettant de réaliser des comparaisons entre les différentes expériences et 
échantillons testés à condition que leurs propriétés physique n’aient pas changé (coefficients de réflexion de la 
cavité, indices de réfraction des différentes couches, …). 
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2.2.2.3. Lors de l’émission 
La luminescence de molécules fluorescentes ou électroluminescentes est un processus d'émission spontanée. Le 
luminophore, qui est initialement dans un état excité, va chercher à revenir dans son état de plus basse énergie ou 
état fondamental. La différence d'énergie entre l'état excité et l'état fondamental est alors évacuée sous la forme 
d'un photon, mais il est aussi possible qu’elle soit évacuée dans d’autre mode de relaxation de l’énergie (chaleur, 
vibrations mécaniques, ….)  
A partir de la "règle d’Or" de Fermi, on trouve que la probabilité de transition Γij d’une molécule entre un état 
excité i et son état fondamental j, c'est-à-dire sa probabilité d’émettre un photon, est donnée par (Barnes 1998, 
Lakowicz 2003). : 
( )ijijij M υρ2∝Γ  Eq. 2.4.  
Où Mij est l'élément de matrice de transition reliant les niveaux i et j déterminés par les fonctions d'onde de ces 
états respectifs, et ρ(νij) la densité de modes photoniques (PMD) à la fréquence de transition υij. Etant donné que 
le terme Mij liant les états i et j est déterminé par leurs fonctions d’ondes respectives dont les distances 
caractéristiques sont de l’ordre de l’Angström, ce terme peut être considéré comme constant pour des 
interactions supérieures à cette distance, ce qui est notre cas. 
La densité de mode photonique (ρ(νij)) représente, quant à elle, les champs radiatifs supportés par le milieu 
extérieur. Dans l’analogie mécanique présentée précédemment, ce terme correspond aux différentes périodes 
d’oscillation possibles du ressort. Les différents champs radiatifs supportés par le milieu extérieur, que nous 
désignerons à présent par le terme "mode", vont alors déterminer les possibilités d’émission d’un photon par le 
dipôle. On retrouve l’effet du ressort sur les périodes d’oscillation possibles du pendule. Le pendule peut osciller 
uniquement si sa période d’oscillation correspond à une des périodes d’oscillation du ressort. 
Par exemple, si le dipôle est placé à l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot, les modes supportés par le milieu 
extérieur vont être différents de ceux d’un dipôle situé dans un milieu infini. Seuls certains couples longueur 
d’onde / angle d’émission (λ, θ) seront supportés par la structure (ce sont les modes radiatifs de la structure). La 
présence de la cavité va donc forcer le dipôle à émettre selon certaines longueurs d’onde et certaines directions 
modifiant ainsi ses propriétés spectrale et spatiale d’émission. 
Par la suite nous utiliserons systématiquement le terme "mode" afin de désigner les différentes voies de 
relaxation de l’énergie d’un dipôle. Ces modes peuvent être : 
− radiatifs. Dans ce cas ils correspondent à des couples (λ, θ) selon lesquels le dipôle peut émettre un 
photon. Ces modes peuvent former un continuum (cas d’un milieu infini) ou bien être discrets (cas 
d’une structure confinée par exemple un guide d’onde). 
− non radiatifs. Dans ce cas les modes peuvent correspondre soit à un angle imaginaire représentatif d’un 
mode évanescent du dipôle, soit à d’autres formes de relaxation de l’énergie par exemple sous forme de 
chaleur, de vibrations mécaniques, … 
De nombreuses structures distinctes peuvent être utilisées pour modifier la densité de modes photoniques 
(PMD) : une simple interface entre deux milieux (Lukosz 1979, Ford 1984, Hellen 1987, Barnes 1998, Barritault 
2002), un cristal photonique (Brown 1993) ou encore une micro cavité (Lukosz 1980, Deppe 1991 a, Deppe 
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1994, Rigneault 1996, Benisty 1998 b, Rigneault 1998). 
2.3. Effets et méthodes de modification des propriétés spectrale et spatiale 
d’émission d’une OLED 
Ce paragraphe a pour but de présenter et de justifier le choix de la méthode que nous avons utilisée afin de 
modifier et adapter à nos contraintes les propriétés spectrale et spatiale d’émission d’une OLED. 
Dans un premier temps, nous allons présenter le fonctionnement, le type de structure et les propriétés d’émission 
des OLED les plus couramment fabriquées aujourd’hui. Une analyse de l’influence de la directivité et du spectre 
d’émission des OLED sur les performances de l’instrument développé au laboratoire sera alors effectuée afin de 
justifier le travail qui a été réalisé. 
Nous donnerons ensuite quelques unes des solutions présentées dans la littérature afin de modifier et de contrôler 
les propriétés d’émission de ce type de sources, puis nous justifierons notre choix d’utiliser une cavité planaire 
de type Fabry Pérot. 
2.3.1. Qu’est qu’une OLED ? 
2.3.1.1. Principe de fonctionnement 
Le principe de fonctionnement d’une OLED, tout comme celui d’une LED (Luminescent Electrical Device), 
repose sur le phénomène d’électroluminescence. 
La première observation du phénomène d’électroluminescence dans de la matière organique a été réalisée par 
Bernanose et al. en 1953 (Bernanose 1953), puis par Pope et al. en 1963 (Pope 1963) mais ce n’est qu’à partir 
des travaux des équipes de Saito et Tsutsui et al (Adachi 1989; Adachi 1990) , de Tang et VanSlyke et al. (Tang 
1987) et de Friend et al. (Burroughes 1990) que cette technologie c’est réellement développée. En effet, ces 
travaux ont montré la possibilité de réaliser des OLED par des techniques simples de dépôt sous vide (Adachi 
1989; Adachi 1990), ou bien par des méthodes de spin coating (Burroughes 1990) permettant la fabrication de 
dispositifs OLED montrant de bonnes performances. Depuis, ce domaine est en pleine expansion. 
Ce phénomène d’électroluminescence regroupe les différents modes d’émission d’une radiation 
électromagnétique par une matière condensée soumise à l’excitation d’un champ électrique externe. 
Généralement, la radiation électromagnétique émise se situe dans le domaine visible du spectre, mais il est aussi 
possible d’obtenir des radiations dans l’ultra violet et l’infra rouge. Il est généralement admis que ce mécanisme 
d’électroluminescence dans les OLEDs se décompose en plusieurs étapes (voir Figure 2.8) : 
− l’injection des porteurs de charge dans les couches organiques constituant l’OLED, 
− leur transport à travers la ou les couches organiques sous forme d’entité de charges appelées polarons 
(p+ ou p-), ou pour simplifier électrons (e-) et trous (h), 
− la recombinaison des porteurs de charges opposées en un état excité neutre appelé exciton, 
− et la relaxation de l’exciton sous forme d’émission d’un photon. 
Il a été montré par les lois de la mécanique quantique que l’exciton ainsi formé a 25 % de chance d’être dans un 
état de symétrie singulet (S) et 75 % d’être dans un état de symétrie triplet (T). Seuls les états singulets peuvent 
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se dé-exciter de façon radiative (Kraft 1998, Kalinowski 1999) et donner lieu à une émission de lumière, ce qui 
limite le rendement d’électroluminescence. Quelques équipes travaillent actuellement pour dépasser cette 
limitation par exemple en étudiant l’effet de couplage de spin dans des matériaux phosphorescents (Sun 2006). 
 
Figure 2.8. Décomposition simplifiée du phénomène d’électroluminescence dans une OLED 
2.3.1.2. Structure d’une OLED 
De façon simplifiée une OLED est constituée d’une couche de matériau organique électroluminescent comprise 
entre deux électrodes dont l’une au moins est transparente afin d’extraire la lumière (voir Figure 2.9 a). 
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Figure 2.9. A : structure simplifiée d’une OLED constituée d’une couche organique émettrice comprise 
entre deux électrodes. B : bandes d’énergie associées à la structure de l’OLED : lorsque deux porteurs de 
charges de signes opposés se rencontrent au niveau de la couche émettrice, ils créent un exciton qui, en se dé-
excitant, est capable d’émettre un photon. 
L’application d’une différence de potentiel entre les deux électrodes (de l’ordre de quelques Volts) permet 
l’injection des porteurs de charges (électrons et trous) à l’intérieur de la couche organique qui se déplacent 
respectivement sur : 
− la "bande de conduction" ou LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) de la couche organique, 
− la "bande de valence" ou HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) de la couche organique. 
Il existe dès lors une certaine probabilité pour qu’un électron et un trou se rencontrent afin de former un exciton. 
En se dé-excitant, ce dernier peut alors émettre un photon d’une énergie égale à la différence entre les niveaux 
LUMO et HOMO. Cette différence d’énergie entre ces niveaux, aussi appelée gap, se trouve généralement dans 
le domaine visible du spectre (voir Figure 2.9 b). Dans le cas contraire, les porteurs de charges sont absorbés par 
l’électrode opposée et n’induisent aucune émission de lumière. 
La structure décrite ci-dessus fonctionne mais avec des rendements très faibles. En effet, à cause de la différence 
de mobilité des porteurs de charges, la zone de recombinaison se retrouve à proximité de la cathode qui est 
généralement métallique. Les relaxations non radiatives dans la cathode limitent alors le rendement d’émission 
de l’OLED (Mitschke 2000). 
Une solution pour éviter cet effet est d’utiliser plusieurs couches de matériaux organiques possédant des niveaux 
énergétiques différents. En les choisissant bien, on peut s’arranger pour établir une "barrière" pour les électrons 
comme pour les trous au niveau d’une interface entre matériaux différents. Cela créée une zone de 
recombinaison des porteurs de charges située à mi chemin entre les électrodes (voir Figure 2.10 b). Les pertes 
non radiatives causées par les électrodes métalliques sont alors minimisées. De plus, en confinant les électrons et 
les trous dans une zone précise, la probabilité de formation des excitons dans la couche émettrice augmente, 
optimisant ainsi le rendement de l’OLED. 
Il est encore possible de multiplier les couches pour améliorer les performances des OLED comme, par exemple, 
pour améliorer l’injection des porteurs de charge dans les couches organiques (HIL et EIL) ou encore leur 
transport (HTL, ETL). Aujourd’hui, les OLED les plus performantes sont réalisées avec une petite dizaine de 
couches ayant chacune un rôle bien défini (Adachi 1989, Kraft 1998, Friend 1999, , Forsythe 2000, Huang 2003, 
Ruhstaller 2003, Kim 2005, Wu 2006) pour une épaisseur totale de l’ordre de quelques centaines de nanomètres 
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(voir Figure 2.10 a). 
 
Figure 2.10. a : structure d’une OLED multicouche constituée par un empilement des couches 
HIL/HTL/EMLETL/EIL et b : structure des bandes d’énergie de cet empilement. Les électrons injectés par la 
cathode et les trous injectés par l’anode s’accumulent au niveau de la barrière énergétique formée par les 
couches EML/HTL formant ainsi une zone de recombinaison située au milieu de la structure au niveau de la 
couche émettrice. 
Les propriétés fondamentales des matériaux organiques utilisés dans les OLED sont leur capacité à accepter les 
porteurs de charges des électrodes, à transporter ces charges et bien sûr à avoir un bon rendement de 
luminescence. 
Il existe de très nombreux matériaux organiques pouvant être utilisés pour la réalisation des différentes couches 
composant une OLED et qui émettent sur l’ensemble du spectre visible. Les matériaux organiques les plus 
utilisés aujourd’hui pour la couche émettrice sont : 
− le 8-tris-hydroxyquinoline aluminium (Alq3) qui est une molécule de faible poids moléculaire et dont 
l’introduction se fait par des techniques de dépôt sous vide. Son spectre d’émission est large et se situe 
entre 450 et 650 nm, 
− le Poly(p-phenylenevinylene) (PPV) qui est un polymère conjugué et dont le dépôt se fait par des 
techniques en solution (Spin Coating, Dip Coating, …). Le spectre d’émission de ce polymère est centré 
sur 550 nm. 
La cathode est généralement réalisée à partir de métaux ou d’alliages métalliques (Al, Ag, MgAg, MgAl, …). 
L’anode, qui est généralement l’électrode transparente permettant l’extraction de la lumière, est réalisée le plus 
souvent en ITO (Indium Tin Oxyde). 
Pour plus de détails sur les différents matériaux utilisés dans les OLED et leurs propriétés, nous reporterons le 
lecteur à la revue très complète de Mitschke et al. (Mitschke 2000). 
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2.3.1.3. Performances 
La technologie OLED a réalisé d’énormes avancées depuis une vingtaine d’années, ce qui a permis d’améliorer 
la luminosité, la stabilité dans le temps, ou encore le rendu des couleurs. Ces avancées en font aujourd’hui des 
concurrents sérieux des technologies LCD, plasma ou rétro-éclairage dans le domaine de l’affichage ou des 
technologies des tubes à fluorescence ou des LED inorganiques dans le domaine de l’éclairage. Plusieurs 
produits à base d’OLED ont ainsi été mis sur le marché, de l’écran dit "nomade" (lecteur MP3, téléphone 
portable, autoradios, …) à des écrans plats de grandes tailles de quelques millimètres d’épaisseurs (Sony, 
Phillips). 
Pour notre application, la principale difficulté est de définir les performances du dispositif. Par exemple, la durée 
de vie, qui est un paramètre important dans les domaines de l’affichage et de l’éclairage, est moins critique dans 
notre cas puisque les sources d’excitation sont allumées individuellement pendant de faibles durées et que le 
dispositif lui-même présentera une durée d’utilisation d’une journée à quelques semaines. 
Toutefois, nous avons identifié des caractéristiques contraignantes pour l’intégration de ces sources dans un 
biocapteur tel que celui développé au laboratoire (voir § 1.9.2.1) : 
− la directivité de l’émission. Les matériaux organiques ont des indices de réfraction élevés (de l’ordre de 
1,6 à 2) qui rendent l’extraction de la lumière de ces matériaux difficile et leur confère une très faible 
directivité d’émission (voir Figure 2.11 a), 
− le spectre d’émission. Les matériaux organiques électroluminescents possèdent généralement des 
spectres d’émission très larges (de l’ordre de 100 à 200 nm, voir Figure 2.11 b) qui permettent d’obtenir 
de très bons rendus de couleur, caractéristique importante pour le domaine de l’affichage, mais qui pose 
problèmes pour l’intégration de ces sources dans un lecteur optique de fluorescence. 
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Figure 2.11. Diagramme d’émission en coordonnées polaires (a) et spectre d’émission (b) d’une OLED à 
base du matériau organique Alq3. Données mesurées à partir des OLED fournies par le DIHS du CEA Grenoble 
et caractérisées sur un banc goniométrique (voir Annexe A.3)) 
Ces deux propriétés, comme nous l’avons vu en fin de chapitre 1, doivent être modifiées pour l’intégration de ce 
type de source dans un biocapteur tel que celui développé au laboratoire. 
Nous allons à présent étudier l’influence de la directivité et du large spectre des OLED sur les performances 
qu’il est possible d’atteindre avec l’instrument développé au laboratoire dans le cas de l’intégration de ces 
sources dans son composant. 
(b) (a) 
z 
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2.3.2. Analyse de l’influence de la directivité et du spectre d’émission des OLED sur les 
performances de détection 
Plusieurs phénomènes pouvant faire baisser la limite de détection de l’instrument due à la faible directivité et au 
large spectre des OLED ont été identifiés. Ces phénomènes sont : 
− l’éclairage simultané de plusieurs plots biologiques par une seule source d’excitation due à la faible 
directivité de la source. Le signal des plots biologiques entourant le plot interrogé créé un offset sur la 
mesure nuisant aux performances du système (voir Figure 1.32). Nous avons choisi de nommer ce 
phénomène la "diaphotie", 
− le large spectre de la source dont une partie de son émission est comprise dans le domaine d’émission 
des fluorophores excités. Ce signal, s’il est couplé dans la lame (par exemple par diffusion) crée un 
signal d’offset important au niveau du détecteur limitant les performances du système, 
− l’éclairage direct du détecteur du à la faible directivité d’émission des OLED. Une partie de leur énergie 
peut être émise avec des angles supérieurs à l’angle limite de réflexion totale et donc se propager dans 
la lame jusqu'au détecteur créant un offset important (voir Figure 1.34). 
Dans un premier temps, nous allons étudier l’influence de la directivité des OLED sur le phénomène de 
diaphotie. Puis, nous allons établir les relations permettant de prendre en compte les propriétés spectrales des 
éléments considérés (filtres, fluorophores, …) afin de simuler la chaine photométrique du système. A partir de 
ces relations, nous étudierons alors l’influence du filtrage de la source et de l’éclairage direct du détecteur sur les 
performances du système. 
2.3.2.1. Influence de la directivité des OLED sur le phénomène de diaphotie 
Le dispositif que nous avons développé utilise un balayage discret des différents plots biologiques afin de 
pouvoir détecter plusieurs agents pathogènes sur une même lame. Cependant, ce système ne fonctionne que si un 
seul plot est excité à la fois. Nous allons donc tenter ici d’étudier l’effet de la directivité des sources d’excitation 
sur ce phénomène et sur les performances que l’on peut atteindre. 
Quantifier cette incidence est une chose difficile car les performances attendues d’un système de détection sont 
très liées au contexte d’usage qui pourra être très différent d’une situation à l’autre. C’est pourquoi, bien que 
l’analyse livrée ci-après puisse paraître quantitative, les résultats des calculs doivent être considérés comme des 
tendances. Nous retiendrons cependant que les outils utilisés pour conduire cette analyse peuvent donner des 
résultats quantitatifs pour une situation bien définie. 
Notion de dynamique utile 
La dynamique utile est une notion utilisée dans notre laboratoire (Perraut 2002) afin d’exprimer le rapport des 
signaux exploités par les utilisateurs, en l’occurrence, les biologistes. Cette dynamique utile peut être différente 
de la dynamique du détecteur car elle inclut intrinsèquement certaines limitations liées aux réactions biologiques 
(adsorption non spécifique, offsets ajoutés par la chimie de couplage, auto-fluorescence des matériaux …). 
Elle est définie comme le rapport entre les signaux maximum et minimum exploités pour réaliser l’interprétation 
des mesures. 
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Pour une puce à ADN, la densité des sondes de capture est proche de 104 molécules/µm² (Pirrung 1996). De 
nombreux travaux ont montré que le nombre de sondes de captures occupées est de l’ordre de 10 % du nombre 
de sondes à saturation (Niua 2008), soit à savoir, après réaction, au maximum 1 000 molécules fluorescentes par 
micromètres carrés (103 molécules/µm²). 
La limite de détection de l’instrument conçu au laboratoire est de 1 à 10 molécules/µm² (Schultz 2007). Nous 
prendrons la valeur de 1 molécule/µm² : la dynamique utile sera donc égale, pour les puces à ADN, à 1 000. 
La densité de sites immobilisés pour les puces à anticorps est en général dix fois plus faible que celle des puces à 
ADN. Nous ne connaissons pas le rendement d’occupation des sites à saturation et nous le supposerons égal à 1. 
Nous choisirons donc comme paramètre de dynamique utile la valeur de 1 000. 
Cette dynamique n’est pas une valeur extrême car certains scanners de biopuces présentent des dynamiques 
supérieures, en particulier celui mis au point il y a quelques années au laboratoire (Perraut 2002) qui permettait 
une dynamique utile expérimentale de 30 000. Compte tenu des nombreuses hypothèses précédentes, nous 
considérons que 1 000 est une bonne valeur pour un dimensionnement. 
Influence de la directivité 
En cas de non directivité des sources d’excitation, l’éclairage d’un plot entraînera l’éclairage des plots voisins. 
La configuration la moins favorable que nous retiendrons est celle décrite par la figure suivante : 
 
 
Figure 2.12. Figure 1 – Configuration d’étude pour une biopuce. A) exemple d’image synthétique 
permettant de simuler l’effet du voisinage : le plot central est ici plus faiblement lumineux que les voisins. B) 
correspondance en intensité de fluorescence : Imin correspond à l’intensité du plot central quand Imax 
correspond à celle des plots voisins. 
Le plot analysé est le plot central dont le signal est arbitrairement égal à 1 (Imin = 1) et nous allons étudier 
l’influence du voisinage selon la directivité de la source et la dynamique entre le plot central et les voisins, 
idéalement de 1 000 (Imax = 1 000). 
Dans un premier temps, nous comparerons le signal mesuré avec et sans voisinage : pour éviter une fausse alerte, 
l’augmentation du signal mesuré avec un voisinage (offset) doit être inférieure au signal généré par le plot 
central seul. Nous fixerons comme critère que l’excitation n’est pas assez directive si l’offset est égal ou 
supérieur à Imin. 
Dans un deuxième temps, nous considérerons qu’une procédure pouvant s’apparenter à une déconvolution est 
appliquée pour retirer les signaux parasites émis par le voisinage : c’est alors l’incertitude de mesure liée au bruit 
de photons de l’offset engendré par le voisinage qui limite les performances de détection (sans présager ni des 
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incertitudes provenant de la procédure de correction ni de la procédure de correction elle même). 
Lors des calculs, nous avons utilisé deux types d’indicatrice d’émission : la première est isotrope (le même flux 
de photons est émis dans toutes les directions de l’espace), la deuxième est définie par : 
( ) 50 )cos(θθ ×= II  Eq. 2.5.  
Cette dernière loi a été choisie pour simuler l’émission d’une source directive dont l’angle d’émission à mi-
hauteur est de 30°. Nous vérifierons sa pertinence lors de la présentation des mesures expérimentales sur des 
sources organiques que nous avons rendu directives et moins large spectralement grâce à l’utilisation d’une 
microcavité de type Fabry Pérot. 
Dans les calculs, les diamètres des sources et des plots sont égaux à 1 mm et le pas varie de 1 mm (plots 
adjacents) à 4 mm. 
Pour une source isotrope et une dynamique utile de 1, le signal du voisinage devient inférieur à 1 pour un pas de 
1,5 mm contre 1,2 mm pour une source plus directive. 
Pour une dynamique utile de 1 000, il faut que les plots soient espacés de 2,7 mm pour une source isotrope et de 
2,5 mm pour une source plus directive (voir Figure 2.13). 
Une façon de réduire cette diaphotie consiste à placer les sources sur un support moins épais. Avec une lame de 
700 µm, des pas de 2,1 et 2 mm sont envisageables pour des sources isotropes et directives. Utiliser une lame de 
500 µm risque d’entraîner des contraintes sur les procédures de fabrication, sur le conditionnement et sur la 
manipulation de la puce. Le pas minimum n’est alors que de 1,75 et 1,65 mm pour les deux configurations : le 
gain relatif devint marginal. 
La figure suivante illustre la variation du rapport entre l’offset et le signal minimum selon le pas. 
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Figure 2.13. Variation du rapport entre l’offset engendré par un voisinage et le signal émis par un plot 
central quand la dynamique est de 1 000 pour deux directrices d’émission différentes. 
S’il est possible de corriger, via une procédure à définir, les niveaux de signaux, la limitation sera alors celle de 
l’incertitude sur la mesure de l’offset. 
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Si on considère que l’origine de cette incertitude est uniquement le bruit de photons, alors, le signal minimum 
détectable Imin sera égal à : 
OffsetI ××= 23min  Eq. 2.6.  
où Offset correspond à la mesure de l’offset.  
Pour un support de 1 mm, on pourra détecter le signal minimum dès un pas de 1 mm pour les deux types 
d’indicatrices d’émission. 
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Figure 2.14. – Variation du rapport entre l’offset engendré par un voisinage et le signal émis par un plot 
central quand la dynamique est de 1 000 pour deux directrices d’émissions différentes si on considère qu’une 
procédure parfaite de correction est appliquée. 
Sous réserve de pouvoir appliquer une procédure de correction, la directivité des sources n’a pas d’incidence sur 
la diaphotie et ce n’est pas une contrainte très forte. 
Les critères les plus importants sont alors le couplage du signal d’excitation par réflexion totale dans la lame de 
verre pouvant créer un fort signal d’offset au niveau du détecteur et le filtrage du signal d’excitation dans le 
domaine de transmission du filtre en émission. En effet, certaines directions d’émission de l’OLED pourront se 
retrouver piégées dans la lame quand elles sont émises à un angle d’émission supérieur à l’angle limite de 
réflexion totale. Ainsi si le filtrage de la source n’est pas optimal dans le domaine d’émission des fluorophores, 
cela créera un important signal d’offset. Afin d’étudier ces phénomènes, nous allons, dans le paragraphe suivant, 
définir des relations permettant de modéliser la chaîne photométrique de notre système. Ces relations nous 
servirons ensuite à quantifier l’importance de ces phénomènes sur les performances de l’instrument. 
2.3.2.2. Etude de la chaine photométrique du système 
Flux émis par une molécule fluorescente 
Afin de réaliser l’analyse de la chaine photométrique du système et prendre en compte les propriétés spectrales 
des différents éléments la constituant nous avons effectué quelques approximations. Nous considérerons ainsi 
que : 
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1
 Un photo-électron (ou photo-évènement) est défini comme l’électron produit par la conversion d’un photon par 
la surface sensible du détecteur 
− le rendement quantique du détecteur est constant dans le domaine spectral d’émission des fluorophores, 
− l’émission de fluorescence est distribuée spectralement de la même façon quelle que soit la longueur 
d’onde du photon absorbé ce qui nous permet de dissocier l’absorption de l’émission. 
La chaine photométrique de la détection de photon de fluorescence peut être décomposée de la manière suivante 
(voir Figure 2.15) : 
− une source d’excitation dont le spectre d’émission est Ss(λ) et la densité de puissance émise mesurée 
après le filtre d’excitation est Dpex, 
− un filtre en excitation dont le spectre de transmission est TFex(λ), 
− un fluorophore dont le spectre d’absorption est AF(λ), la section efficace maximalle σa, le spectre 
d’émission EF(λ), et le rendement quantique d’émission QEF(λ), 
− un collecteur de signal de fluorescence (qui est dans notre système la lame de verre) de rendement de 
collection ηc, 
− un filtre en émission dont le spectre de transmission est TFem(λ), 
− et un détecteur de rendement quantique QED. 
 
Figure 2.15. Schéma représentant la décomposition de la chaine photométrique d’excitation et de détection 
de la fluorescence d’une molécule dans le système développé au laboratoire. 
Le nombre de photo-électrons1 (NPhe) issue de la détection de la fluorescence en bout de lame est alors donné 
par : 
DcFabsPhe QENN ⋅⋅⋅= ηγ  Eq. 2.7.  
où Nabs représente le nombre de photon absorbé, et γF le rendement de conversion du système {fluorophore, filtre 
d’emission} : 
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Filtre en excitation 
(TFex(λ)) 
Fluorophore 
(AF(λ), σa, EF(λ), QEF(λ)) 
Lame de verre qui est le 
collecteur de fluorescence 
(ηc) 
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où t représente le temps de mesure, h la constante de Planck et c la célérité de la lumière. Le signe "_" représente 
la normalisation à 1 de la fonction. 
Rendement de collection de fluorescence du système 
Le rendement de collection de fluorescence du système correspond au produit de la fraction de l’émission du 
fluorophore qui est couplée dans la lame par l’angle solide à l’intérieur duquel la fluorescence est guidée dans la 
lame vers le détecteur. 
Ruckstuhl et al. (Ruckstuhl 2000) montrent qu’environ 30 % de la fluorescence d’un ensemble de dipôles 
orientés de manière isotrope et situés dans de l’eau à l’interface d’une lame de verre est couplée, par un 
phénomène en champ proche, dans cette dernière. Cette valeur sera confirmée par les modèles que nous 
développerons afin de modéliser les propriétés d’émission d’un dipôle dans une cavité asymétrique (voir § 2.5). 
D’autre part, on estime que seul le flux de fluorescence transporté par le cône définit par l’angle limite de 
réflexion totale sur les bords de la lame parvient au détecteur. On définit alors deux angles limites de réflexion 
totale (voir Figure 2.16) : 
− θc : angle limite de réflexion totale selon l’axe vertical définit par les indices de réfraction n5 (indice de 
la lame) et n3 (indice de l’échantillon), 
− θ’c : angle limite de réflexion totale dans le plan définit par les indice n5 (indice de la lame) et next 
(indice du milieu extérieur soir de l’air). 
par l’angle π – 2.θ’c, où θ’c représente l’angle limite de réflexion totale sur les bords de la lame (voir Figure 
2.16), parvient au détecteur. 
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Figure 2.16. (a) : diagramme d’émission d’un ensemble de dipôles orientés aléatoirement à l’interface 
d’une lame de verre. Ce graphique a été calculé à partir du modèle développé au paragraphe 2.5.2. (b) : 
Représentation en vue de dessus du guidage de la fluorescence par réflexion totale à l’intérieur de la lame de 
verre. 
On définit alors le rendement de collection de fluorescence du système par : 
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Eq. 2.10.  
où next est l’indice de réfraction du milieu extérieur (air) et n5 l’indice de réfraction de la lame (verre). 
2.3.2.3. Effet du filtrage 
Afin d’étudier l’effet du filtrage de la source d’excitation et de l’émission des fluorophores sur les performances 
de l’instrument, nous utilisons les données suivantes dans nos calculs : 
PM 
x 
Rayon guidé par 
réflexion totale θ’c Rayon non guidé 
next 
n5 
θ’c 
y 
next 
Milieu 3 
(n3 = 1,33) 
Milieu 5 
(n5 = 1,5) 
Angle limite de 
réfraction totale 
θc 
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Figure 2.17. (a) : Spectre d’absorption et d’émission du fluorophore Cy3 actuellement utilisé dans 
l’instrument développé au laboratoire (d’après www.omegafilters.com/curvo2/). (b) : Spectre d’émission d’une 
OLED à base du matériau Alq3 (données tirées de la caractérisation d’OLED réalisées par le CEA/DIHS) et 
spectres des filtres en excitation et en émission actuellement utilisés sur l’instrument développé au laboratoire. 
Nous calculons alors que le signal de fluorescence d’un plot de 1 mm² ayant une densité de fluorophores de 
1 molécule/µm² (limite de détection de l’instrument développé au laboratoire) est de : 
 Signal de fluorescence (en Photoévènements) 
Filtres Avec Sans 
Pour 1 molécule 6,38.10-2 9,93.10-2 
Pour la surface (1 mm²) 63838 99320 
Table 2.1 Nombre théorique de photo-évènements issus du signal de fluorescence pour une mesure avec 
ou sans filtres. La densité de fluorophores est de 1 molécule/µm². 
où nous avons utilisé les valeurs suivantes des différents paramètres de calcul : 
− t = 1 s : temps de mesure, 
− σa = 6.10-20 m-2 : section efficace d’absorption maximale du fluorophore Cy3 (Mujumdar 1993), 
− Dpex = 1300 W/m² : densité de puissance mesurée sur l’instrument développé au laboratoire, 
− QEF = 0,04 : rendement quantique maximal du fluorophore Cy3 dans un tampon PBS (Mujumdar 
1993), 
− QED = 0,4 : rendement quantique du détecteur (donnée constructeur Hamamatsu), 
− next = 1 : indice de réfraction du milieu extérieur, 
− n5 = 1,5 : indice de réfraction de la lame de verre, 
On observe alors que ne pas utiliser de filtre ne permet d’accroître le signal de fluorescence mesuré d’un facteur 
1,5 seulement, soit un gain très marginal en sensibilité (20 %). L’utilisation de filtres n’a donc que peu d’impact 
sur la quantité de signal de fluorescence détecté mais peut jouer un rôle prépondérant sur les performances du 
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système en filtrant les signaux non spécifiques issus par exemple du couplage direct du signal d’excitation dans 
la lame. C’est ce dernier point que nous allons à présent étudier. 
2.3.2.4. Effet de l’éclairage direct du détecteur 
Dans le cas de sources d’excitation peu directives, comme les OLED, certaines directions d’émission peuvent se 
retrouver piégées dans la lame si elles sont émises à un angle d’émission supérieur à l’angle limite de réflexion 
totale (voir Figure 2.18). Cette émission, si elle n’est pas filtré, peut alors créer un important signal d’offset et 
donc limiter les performances de l’instrument. 
 
Figure 2.18. Diagramme d’émission, en coordonnées polaires, d’une source lambertienne (cas de la plupart 
des OLED : voir Figure 3.55). L’angle limite de réflexion totale θc entre la lame de verre (d’indice de réfraction 
1,5) et le milieu extérieur (d’indice de réfraction 1,33) est aussi représenté. Une partie de l’émission de la 
source se retrouve donc piégée dans la lame. 
Cas d’une source isotrope en flux 
Considérons, tout d’abord, une source isotrope en flux, c'est-à-dire dont l’émission est constante quelque soit la 
direction d’émission et cherchons à déterminer le nombre de photons détecté du fait de l’éclairage direct du 
détecteur. En première approximation nous ne prenons pas en compte de l’excitation possible des plots voisins 
par le champ évanescent du signal d’excitation du fait de son couplé partiel dans la lame par réflexion totale. 
 Le rendement de collection de la lame pour l’éclairage en direct par une telle source peut alors être défini, en 
première approximation, par le rapport entre une surface Sd défini par les angles limites de réflexion totale θ’c et 
θc (voir Figure 2.19) et la surface d’une demi sphère de rayon e, épaisseur de la lame : 
z 
θc 
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Figure 2.19. Définition graphique de la surface Sd : on assimile Sd au produit des arcs de cercles A1 et A2. 
( )ccd eS θθpi −−⋅= '22  Eq. 2.11.  
où θ’c et θc représentent les angles limites de réflexion totale sur les bords de la lame et le haut de la lame 
respectivement, et e l’épaisseur de la lame. 
Le flux FSd émis par la source vers le détecteur est alors égal (pour une source isotrope) au flux traversant la 
surface Sd : 
( )∫
∞
×=
0
λλ dDSF pdSd  Eq. 2.12.  
où Dp(λ) représente la densité de puissance émise par la source (en W/m²). 
En prenant en compte la transmission des filtres d’excitation et d’émission, on en déduit que le nombre de photo-
évènements détectés sur le PM provenant de l’éclairage direct de ce dernier par la source est donné par : 
( ) ( ) ( )∫ ⋅⋅⋅⋅⋅⋅⋅=
2
1
λ
λ
λλλλλα dTTSS
hc
QEN FexFemsSdDDPhe  
Eq. 2.13.  
où αs est le facteur permettant de déterminer la densité de puissance Dp de la source pour chaque intervalle de 
longueur d’onde (voir Annexe B) et λ1 et λ2 sont les longueurs d’onde de l’intervalle spectral considéré 
(typiquement l’intervalle de transmission du filtre en émission). 
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Prise en compte de la directivité de la source 
Si on considère à présent une source directive dont le diagramme d’émission est I(θ), la quantité de photons 
couplés dans la lame sera alors réduite d’un facteur γ : 
( )
∫
∫
=
2
2
pi
θ
pi
θ
θ
θθ
γ
c
c
d
dI
 
Eq. 2.14.  
c'est-à-dire du rapport entre le flux émis par la source I(θ) couplée dans la lame et le flux émis par une source 
isotrope en flux couplé dans la lame par réflexion totale. 
Influence du filtrage sur le flux en direct 
Pour les calculs réalisés dans ce paragraphe, nous reprenons les valeurs des paramètres données au paragraphe 
2.3.2.3. D’autre part, nous utilisons des fonctions portes comme profils des filtres avec un taux de transmission 
de 100 % dans la bande de transmission déterminée à partir des spectres expérimentaux (représentés sur la 
Figure 2.17 (b)) et avec un taux de réjection de 1 à 10-10. Le choix d’une transmission de 1 est justifié car nous 
avons vu qu’on gagne peu sur le flux émis en travaillant sans filtre. 
Par ailleurs, nous prenons comme critère que le rapport signal à bruit au niveau du détecteur doit être supérieur à 
1,5 afin de pouvoir détecter la fluorescence des plots biologiques. Le rapport signal sur bruit est défini par : 
D
Phe
Phe
N
NSNR
3
=  
Eq. 2.15.  
où NPhe est le nombre de photo-évènements issue de la détection du signal de fluorescence des plots biologiques 
(voir eq 2.7) et DPheN  le nombre de photo-évènements issue de l’éclairage en direct du détecteur par la source 
d’excitation (voir eq 2.13). 
Enfin, nous considérons différents diagrammes d’émission possibles de sources plus ou moins directives que 
l’on modélise par les fonctions : I(θ) = cosd(θ) avec d = 0, 1, …, 5. 
Nous obtenons alors, en fonction du taux de réjection du filtrage en excitation et en émission, que : 
a. pour une source isotrope en flux : 
I(θ) = cos0(θ) 
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b. pour une source lambertienne : I(θ) = cos(θ) 
 
  
c. pour une source : I(θ) = cos3(θ) 
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d. pour une source : I(θ) = cos5(θ) 
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Figure 2.20. Diagramme d’émission en coordonnées polaires et rapport signal sur bruit (SNR) pour 
différentes directivivtés de sources et en fonction du taux de réjection des filtrages en excitation et en émission. 
Cela permet de déterminer le filtrage nécessaire afin d’atteindre une limite de détectioin de 1 molécule/µm² pour 
une directivivté de source d’excitation donnée. Les rapports signal sur bruit ont été tronqués à 4,5 pour plus de 
lisibilité des figures. 
On onbserve donc que suivant la directivivté de la source d’excitation le filtrage nécessaire afin d’atteindre une 
limite de détection de 1 molécule/µm² peut varier fortement. Ainsi, plus la source est directive et moins les 
contraintes sur le filtrage sont importantes afin d’atteindre un rapport signal sur bruit supérieur à 1,5. 
On remarque ainsi que : 
− Pour une source isotrope en flux (voir Figure 2.20 (a)) les contraintes en filtrage sont très importantes 
car une trop grande quantité de signal d’excitation est couplée par réflexion totale dans la lame de verre, 
− pour une source lambertienne (voir Figure 2.20 (b)), il est nécessaire d’avoir au minimum des taux de 
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réjection en excitation de 10-6 et en émission de 10-7, 
− pour une source directive de diagramme d’émission en cos5θ (voir Figure 2.20 (d)) des taux de réjection 
en excitation de 10-4 et en émission de 10-5 peuvent suffir. 
Pour comparaison, le filtrage utilisé aujourd’hui sur l’instrument est constitué par un filtre interférentiel en 
excitation (525AF45) dont le taux de réjection est de 10-4 et par deux filtres en émission (un filtre interférentiel 
(595AF60) et un filtre coloré passe haut (OG570)) dont le taux de réjection global est de 10-6. 
Une solution pour l’intégration des sources OLED dans le composant de l’instrument développé au laboratoire 
est donc, d’une part, d’utiliser la même combinaison de filtres en émission et, d’autre part, d’optimiser la 
directivité et le filtrage de ces sources afin d’obtenir un diagramme d’émission de demi- largeur à mi-hauteur de 
30° et un taux de réjection de l’ordre de 10-4 dans le domaine d’émission des fluorophores. 
2.3.2.5. Influence de la directivité et du spectre des OLED – Conclusions 
Cette analyse de l’influence de la directivité et du spectre des OLED sur les performances de l’instrument nous a 
permis de montrer que : 
− le phénomène de diaphotie du à une faible directivité des OLED ne limite pas les performances du 
système sous réserve de pouvoir appliquer une procédure de correction des mesures. Dans ce cas, la 
directivité de la source a peu d’influence, 
− l’éclairage direct du détecteur par une partie de l’émission de l’OLED couplée dans la lame de verre est 
le phénomène le plus limitant. En effet, ce phénomène impose des contraintes fortes sur la directivité et 
le filtrage de la source afin de pouvoir atteindre de bonnes performances de détection. 
Ce dernier point impose donc de pourvoir améliorer la directivité et de réduire l’intervalle spectral d’émission 
des OLED pour leur intégration dans le composant. 
Pour cela, nous allons à présent regarder les solutions présentées dans la littérature permettant de modifier et 
contrôler ces propriétés d’émission des OLED. Nous décrions ensuite la méthode que nous avons retenue dans 
mon travail de thèse. 
2.3.3. Solutions présentées dans la littérature 
Les différentes solutions présentées dans la littérature pour réduire l’intervalle spectral d’émission et/ou 
améliorer la directivité des OLED peuvent être séparées en deux catégories : 
− les solutions passives qui empêchent simplement les longueurs d’onde et/ou directions d’émission non 
désirées d’atteindre la zone sensible, 
− les solutions actives permettant de forcer les centres émetteurs des OLED à émettre dans certaines 
directions et dans certains intervalles spectraux, c'est-à-dire dans certains modes d’émission que l’on 
peut contrôler. 
Ces dernières solutions présentent l’avantage de minimiser les pertes de signal. En effet, au lieu de chercher à 
éliminer une part de l’émission des sources et donc d’avoir une perte de puissance, ces solutions, de part des 
modifications de l’environnement des dipôles, forcent ces derniers à émettre toute leur énergie dans certains 
modes d’émission seulement. L’énergie de la source est alors concentrée uniquement dans ces modes optimisant 
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ainsi la puissance d’excitation disponible. 
Les solutions passives présentées dans la littérature sont principalement des solutions permettant le filtrage de  
l’OLED en intégrant un filtre passe haut ou passe bande au-dessus de cette dernière. De plus, les solutions 
passives ne permettent pas de réellement améliorer la directivité de la source et se focalise principalement sur 
l’extraction de la lumière : 
− Rebohle et al. (Rebhole 2005) montrent l’utilisation d’un miroir de Bragg positionné au dessus des 
sources intégrées sur une plaque de Silicium afin de filtrer leur émission. Des taux de réjection de 
l’ordre de 10-2 sont obtenus et permettent de détecter des fluorophores. Cependant, ce filtrage n’est pas 
parfait et le signal d’offset est important, ce qui limite la sensibilité du système, 
− Hoffman et al. (Hofmann 2006) montrent l’utilisation d’un filtre passe haut entièrement intégré au 
dispositif. Ce filtre est réalisé en dopant directement la couche micro-fluidique fabriquée en polymère à 
l’aide d’un colorant absorbant le signal d’excitation. Les performances de filtrage obtenues sont 
équivalentes à celles des filtres colorés. Cette solution a l’avantage d’être entièrement intégrée au 
dispositif et nécessite moins d’étapes technologiques que pour la réalisation d’un miroir de Bragg. 
Cependant, le problème de l’autofluorescence du filtre coloré est important et génère un signal de fond 
nuisant à la sensibilité du système. Les contraintes de notre application ne permettent pas d’utiliser ce 
type de solution, 
− en jouant sur les épaisseurs et les indices de réfraction des différentes couches composant l’OLED et le 
substrat, Tsutsui et al. (Tsutsui 2001) montre qu’il est possible d’améliorer l’extraction de lumière. En 
revanche, la directivité n’est que peu faiblement améliorée et le spectre d’émission est inchangé. 
Les solutions passives ne permettent donc pas d’améliorer simultanément le spectre d’émission et la directivité 
des OLED. De plus, ces techniques impliquent des pertes d’énergie. Nous nous intéresserons donc maintenant 
aux solutions dites "actives". 
Comme nous l’avons vu au paragraphe 2.2.2, il est nécessaire de modifier l’environnement et donc la densité de 
modes photoniques à proximité des centres émetteurs de la source afin de forcer cette dernière à émettre 
uniquement dans certains modes d’émission. Les solutions actives utilisent pour cela des cavités de type Fabry 
Pérot entourant la source. 
Plusieurs types de cavité ont été étudiés par le passé : 
− des cavités réalisées à l’aide de cristaux photoniques (Lee 2003, Jakubiak 2005). Elles permettent de 
réduire fortement l’intervalle spectral d’émission des OLED et d’en améliorer fortement l’extraction de 
lumière. Cependant, la réalisation de cristaux photoniques est difficile et demande de nombreuses 
étapes technologiques, 
− des cavités Fabry Pérot qui utilisent des miroirs plans (Nakayama 1993, Takada 1993, Dodabalapur 
1994 a, Fisher 1995, Lemmer 1995, Berggren 1996, Dirr 1997). Ces cavités présentent les avantages de 
permettre un contrôle fin du spectre d’émission ainsi que de la directivité tout en améliorant l’extraction 
de lumière. Par ailleurs, ces cavités sont plus simples à réaliser techniquement que des cristaux 
photoniques. 
Les cavités planaires de types Fabry Pérot présentent en plus l’avantage de pouvoir être modélisées à l’aide 
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d’une structure de type cavité asymétrique que nous avons présentée au paragraphe 2.1.3. C’est une des raisons 
qui nous a poussés à tester ce type de cavités. 
2.3.4. Justification de la solution choisie 
Les raisons qui nous ont amenées à étudier les cavités Fabry Pérot planaires afin de modifier et contrôler les 
propriétés spectrale et spatiale des OLED sont : 
− qu’il est possible de réduire à la fois l’intervalle spectral d’émission et d’améliorer la directivité d’une 
OLED (Nakayama 1993, Takada 1993, Tsutsui 1994, Dodabalapur 1994 a et b, Fisher 1995, 
Dodabalapur 1996, Berggren 1996, Rigneault 1997) (voir Figure 2.21), 
(a) 
 
(b) 
 
 
 
 
Figure 2.21. Illustration des effets d’une cavité de type Fabry Pérot sur le diagramme d’émission et le 
spectre d’émission d’une OLE. (a) : diagramme d’émission d’une OLED située au non dans une cavité (d’après 
Tsutsui 1994). (b) : spectre d’émission d’une OLED avec ou sans cavité (d’après Dodabalapur 1996) 
− que ce type de cavité permet d’améliorer l’extraction de lumière de l’OLED et donc d’augmenter la 
puissance émise (Dirr 1997, voir Figure 2.7), 
− que la réalisation de telles cavités peut être très simple. Il est par exemple possible de se servir des 
électrodes métalliques de l’OLED comme miroirs réfléchissants de la cavité (Takada 1993, Berggren 
1996, Sun 2005, Peng 2006, Han 2005). La réalisation de la cavité ne demande alors pas le dépôt de 
couches supplémentaires : l’ajustement de l’épaisseur des électrodes permet de contrôler les coefficients 
de réflexion et de transmission de la couche métallique, 
− et enfin, qu’il est possible de modéliser les effets de ces cavités par un formalisme classique et une 
configuration en cavité asymétrique présentée au paragraphe 2.1.3. Ces modèles permettent de simuler à 
la fois le couplage du signal de fluorescence dans un substrat stratifié et de modéliser l’émission d’une 
OLED à l’intérieur d’une cavité. 
L’insertion d’une OLED à l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot peut être réalisée de deux manières et ont toutes 
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fait l’objet d’études par la communauté scientifique : 
− la cavité peut être réalisée par un miroir métallique totalement réfléchissant et un miroir semi-
réfléchissant constitué par un empilement de couches minces diélectriques (voir Figure 2.22 (a)) 
(Nakayama 1993, Tsutsui 1994, Dodabalapur 1994 a, Dodabalapur 1994 b, Fisher 1995, Lemmer 1995, 
Dodabalapur 1996, Dirr 1997). Dans ce cas le miroir métallique sert aussi de cathode pour l’injection 
des électrons dans les couches organiques. L’anode doit, quant à elle, être transparente afin de laisser 
passer la lumière. Elle est généralement réalisée en ITO, 
− l’autre configuration consiste à utiliser deux miroirs métalliques dont l’un est semi-réfléchissant 
(Takada 1993, Berggren 1996, Sun 2005, Han 2005, Peng 2006). Dans ce cas, les deux miroirs sont 
aussi utilisés comme électrodes pour l’injection des porteurs de charge dans l’OLED (voir Figure 2.22 
(b)). 
 
Figure 2.22. Structures possibles d’OLED à l’intérieur d’une cavité de type Fabry Pérot. a : cavité 
constituée d’un miroir de Bragg et d’un miroir métallique servant aussi de cathode. b : cavité constituée de deux 
miroirs métalliques servant en même temps d’électrodes. 
Nous verrons dans la suite de ce mémoire que nous avons été amenés à tester ces deux configurations différentes 
dans le cadre de nos travaux. Toutefois, les études des effets d’une cavité Fabry Pérot ont été principalement 
réalisées sur des structures asymétriques (voir Figure 2.22 a). 
2.4. Présentation du modèle utilisé 
Dans ce paragraphe, nous allons définir les notations utilisées dans la suite du mémoire pour la mise en place des 
modèles théoriques permettant de simuler les propriétés d’émission d’un dipôle dans une cavité asymétrique. 
Nous justifierons ensuite notre choix d’utiliser une approche classique basée sur une décomposition en ondes 
planes du champ émis par un dipôle pour la résolution de notre problème. Enfin, nous présenterons le 
formalisme utilisé afin de calculer les coefficients de Fresnel permettant de décrire la réflexion et la transmission 
d’une onde plane à travers un milieu pouvant être constitué par un empilement de couches minces. 
Miroir métallique 
et cathode 
Couches organiques 
Anode transparente 
Miroir métallique semi 
réfléchissant et anode 
Miroir de Bragg 
semi réfléchissant 
Substrat 
(a) (b) 
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2.4.1. Notations et conventions 
Nous utiliserons les notations usuelles de l'électromagnétisme pour désigner les constantes et paramètres 
classiquement utilisés. 
Ainsi : 
− c désigne la vitesse de la lumière dans le vide (m.s-1), 
− ε0 et εr représentent respectivement la permittivité diélectrique du vide et la permittivité diélectrique 
relative du milieu étudié (ε0 est exprimé en F.m-1 et εr est adimensionnel). µ0 et µ r représentent, quant à 
eux, la perméabilité magnétique du vide et celle relative du milieu considéré (µ0 est exprimé en H.m-1 et 
µ r est adimensionnel), 
− 
rrµn ε⋅=  est l'indice de réfraction du milieu. Cet indice peut être réel (cas des milieux 
transparents) ou complexe (cas des milieux métalliques par exemple). 
− λ représente la longueur d'onde dans le vide, λexc et λem étant respectivement les longueurs d'onde dans le 
vide d'excitation et d'émission du luminophore considéré (exprimé en m), 
− 
λ
pi
ω
c2
= représente la pulsation d’une onde à la longueur d’onde λ (exprimé en rad.s-1), 
− k représente le vecteur d'onde d'une onde plane et 
c
ω
λ
pi
==
2
vk  est sa valeur dans le vide, 
De manière générale, tous les milieux que nous considérerons dans ce mémoire seront considérés isotropes, 
linéaires, homogènes et non magnétiques (µ r = 1) car nous travaillons à des fréquences optiques. Ils seront 
entièrement décrits à partir de leur indice de réfraction complexe n, et de leurs formes géométriques (en 
particulier leurs épaisseurs dans le cas de milieux semi-infinis). 
Les vecteurs seront notés en gras et nous utiliserons la lettre e pour désigner les vecteurs unitaires : ex, ey, ez.. 
Nous utiliserons les lettres E et H afin de désigner les champs électrique et magnétique se propageant dans un 
milieu donné. Les ondes électromagnétiques étudiées peuvent être décomposées sur une base d’ondes 
harmoniques qui, en notation complexe, peuvent s’écrire sous la forme : 
( ) ( ) tiet ωrUrU =,  Eq. 2.16.  
Dans un souci de simplification, la dépendance temporelle de l’onde ne sera plus évoquée par la suite. 
2.4.1.2. Systèmes de coordonnées et repères utilisés 
Pour le dipôle 
Un dipôle sera désigné par la lettre µ. Les coordonnées de position et d'orientation du dipôle sont 
( )µz,,ϕθ=µr , où θ désigne l'angle polaire (angle entre le dipôle et la normale à la surface ez), φ l'angle 
azimutal (angle entre la projection du dipôle sur l'interface et un axe arbitraire ce sur même plan), et zµ l'altitude 
du dipôle au dessus de l'interface. L'interface est, quant à elle, représentée par le plan (Oxy). 
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(b) 
 
Figure 2.23. Systèmes de coordonnées et notations. (a) Pour les dipôles d'absorption et d'émission. (b) Pour 
la direction d'observation qui est représentée par r. 
Les dipôles d'absorption et d'émission seront désignés µa et µe respectivement, et leurs coordonnées 
correspondantes (θa, φa, zµ) et (θe, φe, zµ). On utilisera les notations (θµ, φµ, zµ) pour désigner un dipôle 
quelconque. 
Classiquement, deux orientations particulières du dipôle par rapport à l'interface seront utilisées : parallèle et 
perpendiculaire à l'interface. Nous désignerons alors ces orientations par les indices // et ⊥ respectivement. 
Toutes les orientations de dipôle pourront être décomposées suivant ces orientations particulières : 
perpendiculaire et parallèle à l’interface. Une population de dipôles orientés de façon isotrope pourra par 
exemple être considérée comme étant un ensemble de dipôles dont 1/3 sont orientés perpendiculairement à 
l’interface et 2/3 parallèlement à l’interface (Hellen 1987, Barnes 1998, Benisty 1998 a, Barritault 2002) : 
//
3
2
3
1
+⊥=ISO  Eq. 2.17.  
Pour l'observateur 
L'intensité rayonnée par un dipôle sera calculée en fonction d'un point d'observation dont la position sera repérée 
en coordonnées sphériques par (r, θ, φ) et en coordonnées cylindriques par r = ρ + zez (voir Figure 2.23 (b)). 
On définit alors, à partir de ce point d'observation, un plan d'observation formé par l'axe (Oz) et le point 
d'observation ainsi qu'un repère direct associé à ce plan : (O, es, ep, ez) où : 
− es est le vecteur unitaire parallèle à l'interface et perpendiculaire au plan d'observation, 
− ep est le vecteur unitaire parallèle à l'interface et au plan d'observation, 
− ez est le vecteur unitaire perpendiculaire au plan de l'interface. 
Afin de simplifier leur traitement, les calculs utiliseront trois orientations particulières de dipôle pour permettre 
de simuler l’ensemble des orientations possibles d’un dipôle au-dessus d’une interface. Les orientations de 
dipôles que nous utiliserons sont : 
− parallèles à l’interface, c'est-à-dire d’orientation suivant es et ep. Les notations que nous utiliserons pour 
désigner ces deux orientations de dipôle seront µs et µp, 
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− perpendiculaire à l’interface, c'est-à-dire suivant ez. Cette orientation sera désignée par µz. 
Une population de dipôles orientés de manière isotrope dans l’espace pourra alors être simulée par un dipôle 
d’orientation : 
( )zpsISO µ+µ+µ3
1
= µ
 Eq. 2.18.  
Pour le vecteur d'onde 
La symétrie de révolution autour de l’axe Oz des cavités asymétriques que nous nous proposons d’étudier nous 
permet d’utiliser les coordonnées cylindriques pour exprimer le vecteur d’onde k. Il s’écrira de la manière 
suivante : k = kr + kz ez où kr est la composante radiale, c’est-à-dire parallèle à l’interface, et kz la composante 
normale à l’interface de ce vecteur d’onde. 
La valeur du vecteur d’onde dans un milieu d’indice n est donnée par : 
222
zr kknk +== λ
pi
 Eq. 2.19.  
2.4.1.3. Cavités asymétriques (notations) 
Les numérotations qui seront utilisées tout au long de ce mémoire pour désigner les différents milieux d’une 
cavité asymétrique sont celles de la Figure 2.24 
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Figure 2.24. Numérotation des différents milieux d’une cavité planaire asymétrique. Le superstrat (milieu 1) 
et le substrat (milieu 5) sont supposés semi-infinis et sont entièrement caractérisés par leurs indices de 
réfraction complexes n1 et n5. emp2 et emp4 représentent les matrices contenant les épaisseurs et indices de 
réfraction des différentes couches minces constituant les milieux 2 et 4. Les hauteurs z1, z2,  z3 et z4 définissent 
respectivement la position des interfaces entre les milieux 1 et 2, 2 et 3, 3 et 4 et enfin 4 et 5. Les dipôles sont 
quant à eux positionnés sur le plan (xOy) (c'est-à-dire à z = 0). 
Dans les sections suivantes, nous chercherons à calculer l’énergie rayonnée par un dipôle dans les milieux 1, 3 et 
5 en fonction de l’angle d’observation et de sa longueur d’onde d’émission. Dans ces calculs, la nature des 
milieux 2 et 4 n’apparaît qu’à travers leurs coefficients de réflexion et de transmission ( )psps ttrr 2222 ,,,  et 
( )psps ttrr 4444 ,,,  où s et p représentent respectivement les polarisations TE et TM d’une onde plane et 
correspondent aux orientations selon les vecteurs es et ep définit dans le paragraphe précédent. Ainsi, que ces 
milieux soient constitués par une seule couche ou par un empilement de plusieurs couches minces, le problème 
se traitera de la même manière : seuls leurs coefficients de réflexion et de transmission changeront. 
Lors de l’étude du couplage et du confinement d’un signal de fluorescence dans une couche mince déposée à la 
surface d’une lame de verre, le milieu 4 sera le plus souvent une simple couche. Nous définirons celle-ci à partir 
de son indice de réfraction et de son épaisseur (n4, d4). 
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2.4.1.4. Approche classique basée sur une décomposition en ondes planes 
Plusieurs approches théoriques ont été développées dans la littérature afin d’étudier les propriétés d’émission 
d’un dipôle en fonction de son environnement extérieur. Ces théories se basent soit sur une approche classique, 
soit sur une approche quantique de l’électromagnétisme. 
Les approches quantiques (Deppe 1991 a et b, Björk 1991) considèrent que les interfaces à proximité du dipôle 
modifient la force des fluctuations du vide d’origine quantique, fluctuations qui interagissent avec le dipôle 
émetteur (dans l’analogie de la Figure 2.4, ces fluctuations sont représentées par les périodes d’oscillation du 
ressort). Ce type d’approche est très utile pour décrire les interactions à très faible distance (< 10 Å), mais 
n’apporte pas d’élément supplémentaire par rapport aux approches classiques pour des distances plus grandes. 
Les distances que nous considérons étant de l’ordre du nm, nous n’utiliserons pas ce type d’approche. 
Les approches classiques se basent toutes sur la résolution des équations de Maxwell mais utilisent des 
formalismes différents pour décrire les champs E et H émis par le dipôle : 
− le formalisme du vecteur de Hertz. Il a été en premier utilisé par Sommerfeld et al (Sommerfeld 1909) 
pour étudier l’émission d’une antenne au dessus de la terre puis a été appliqué aux problèmes de 
molécules fluorescentes par de nombreuses équipes (Chance 1975, Chance 1978, Lukosz 1980, Neyts 
1998), 
− le formalisme de Green Dyadique (Chance 1978, Sullivan 1997, Novotny 1997). Il repose sur une 
approche tensorielle des équations de Maxwell puisque dans ce cadre, la fonction de Green est 
matricielle, 
− la décomposition en ondes planes de l’émission du dipôle. Weyl et al. (Weyl 1919.) a le premier 
développé une technique basée sur une telle décomposition pour les problèmes d’antenne. Ce 
formalisme a ensuite été repris pour des longueurs d’ondes optiques et détaillé pour des problématiques 
diverses (Lukosz 1977 a, Lukosz 1977 b, Lukosz 1979, Lukosz 1981, Sipe 1981, Ford 1984, Hellen 
1987, Rigneault 1996, Benisty 1998 a). 
C’est cette dernière approche que nous avons choisie d’utiliser afin de modéliser les propriétés d’émission d’un 
dipôle dans une cavité asymétrique (Figure 2.24). En effet cette méthode présente plusieurs avantages pour la 
modélisation de ce type de configurations planaires : 
− elle permet d’utiliser directement les coefficients de réflexion et de transmission de Fresnel simplifiant 
le traitement d’un grand nombre d’interfaces. En effet, le calcul de ces coefficients peut être réalisé par 
une approche matricielle (voir § 2.4.2) ce qui permet de prendre en compte plus simplement des 
empilements de couches minces pouvant, par exemple, constituer un des miroirs d’une cavité Fabry 
Pérot (voir Figure 2.22), 
− elle permet de distinguer facilement les phénomènes concernant les modes propagatifs de ceux 
concernant les modes évanescents émis par le dipôle. Ils sont en effet responsables respectivement de la 
modification des propriétés d’émission d’une OLED par une cavité Fabry Pérot et du couplage en 
champ proche de l’émission de fluorophore dans une lame de verre. 
Cette méthode de décomposition en ondes planes consiste à exprimer le champ E(r) émis par le dipôle dans 
l’espace réciproque de Fourier ou espace des vecteurs d’ondes k : 
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Eq. 2.20.  
où k = kr + kz z représente un vecteur d’onde décomposé suivant le plan de l’interface et la direction normale z à 
cette interface, et d3k = dkrdkz (voir Figure 2.23). Ek représente le champ électrique d’une onde plane se 
propageant dans la direction définie par le vecteur d’onde k. 
A chaque composante (onde plane) de cette décomposition est associé un vecteur d’onde qui vérifie l’équation 
2
22 2 





=+
λ
pinkk zr , où n est l’indice du milieu considéré. Cette équation nous permet alors de distinguer les 
deux phénomènes d’émission d’un dipôle : 
− les ondes propagatives pour lesquelles les vecteurs d’onde associés ont toutes leurs composantes dans 
l’espace réel : λ
pi2
nk r ≤ , 
− les ondes évanescentes pour lesquelles les vecteurs d’onde ont au moins une de leurs composantes dans 
l’espace imaginaire pur : λ
pi2
nk r > . 
2.4.2. Calcul des coefficients de Fresnel 
La décomposition en ondes planes de l’émission du dipôle offre la possibilité d’utiliser les coefficients de 
Fresnel car ils définissent les propriétés de réflexion et de transmission d’une onde plane sur une interface entre 
deux milieux α et β. 
Ces coefficients sont définis pour deux polarisations rectilignes particulières de l’onde incidente permettant de 
simuler l’ensemble des polarisations possibles d’une onde plane (voir Figure 2.25) : 
− la polarisation s pour laquelle le champ électrique incident est polarisé perpendiculairement au plan 
d’incidence, 
− la polarisation p pour laquelle le champ magnétique associé au champ électrique incident est polarisé 
perpendiculairement au plan d’observation. 
Ces deux polarisations de l'onde plane incidente sont usuellement appelées ondes TE et TM (pour Transverse 
Electrique et Transverse Magnétique), mais nous utiliserons les notations s et p pour les désigner dans la suite de 
ce rapport. 
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Figure 2.25. Réflexion et réfraction d'une onde plane monochromatique polarisée rectilignement. (a) : cas 
d'une polarisation incidente p; (b) : cas d'une polarisation incidente s. 
La continuité des composantes tangentielles des champs électriques et magnétiques permet alors de déterminer 
les relations liant le champ incident aux champs transmis et réfléchi, c'est-à-dire les coefficients de réflexion et 
de transmission pour les deux polarisations considérées : 
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Où nα et nβ désignent respectivement les indices de réfraction des milieux α et β, et θα et θβ représentent les 
angles d’incidence par rapport à l’axe (Oz) des ondes planes dans les milieux α et β. 
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Eq. 2.22.  
Cas d'un multi couches 
Dans le cas d'un empilement de plusieurs couches minces, un formalisme matriciel sera utilisé pour déterminer 
les propriétés de réflexion et de transmission de l'ensemble de ces couches. Nous utiliserons le formalisme 
matriciel développé et décrit par P. Yeh (Yeh 1988). 
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Figure 2.26. Schéma représentant un empilement de couches minces diélectriques. 
Soit un empilement de N couches minces d'épaisseur dj et d'indice nj (j ∈  [1, N]) représenté sur la Figure 2.26. 
La relation liant les amplitudes A0 et B0 avec les amplitudes A'sub et B'sub qui représentent respectivement les 
amplitudes des champs dans les milieux 0 et sub aux abscisses z0+ et zN- se propageant vers les z positifs (A) et 
vers les z négatifs (B) est : 
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La réfraction d’une onde entre un milieu l-1 et un milieu l est alors représentée par le produit matriciel ll DD
1
1
−
−
, 
et la matrice Pl la propagation de l’onde à travers de la couche l. 
Ce formalisme sera utilisé pour calculer les coefficients de réflexion et de transmission entre deux milieux dans 
l'ensemble des modèles qui seront développés dans la suite de ce rapport.  
Intérêt d’utiliser les coefficients de réflexion et de transmission de Fresnel 
L’utilisation des coefficients de réflexion et de transmission de Fresnel présente plusieurs avantages pour décrire 
les propriétés d’émission de dipôles dans une cavité asymétrique. 
Tout d’abord, le formalisme matriciel pour le calcul de ces coefficients permet de fortement simplifier le 
traitement des configurations présentant de nombreuses interfaces comme ce sera le cas des cavités Fabry Pérot 
constituées d’un ou deux miroirs réalisés par un empilement de couches minces diélectriques. 
D’autre part, l’utilisation de ces coefficients permet de prendre en compte les propriétés optiques des différents 
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milieux considérées. En effet, ces coefficients tiennent compte aussi bien de l’amplitude que de la phase de 
l’onde grâce à l’utilisation des permittivités complexes des différents milieux considérés, contrairement aux 
méthodes basées uniquement sur la phase des ondes et qui donc ne prennent pas en compte l’absorption de ces 
milieux. Cela est en particulier important si l’on considère des milieux fortement absorbants comme les milieux 
métalliques. De plus, cela nous permettra de simplifier les notations puisque les coefficients de réflexion (r) et de 
transmission (t) prennent en compte aussi bien les modifications de phase que les modifications d’amplitude 
d’une onde lors de son passage d’un milieu α à un milieu β. 
2.5. Mise en place des modèles théoriques 
Ce paragraphe a pour but de présenter les différents modèles qui ont été développés et utilisés au cours du travail 
de thèse décrit dans ce mémoire. 
Dans un premier temps, nous nous intéresserons à la modélisation de la puissance d’excitation d’un dipôle par 
une onde électromagnétique externe. Nous développerons ensuite plusieurs approches afin d’étudier les 
propriétés d’émission d’un dipôle situé à l’intérieur d’une cavité asymétrique. 
Une première approche permettra de modéliser les propriétés d’émission radiative d’un dipôle en fonction des 
propriétés de la cavité dans laquelle il est situé et de sa longueur d’onde d’émission. Cela nous permettra 
d’étudier les effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une OLED ainsi que la collecte de la 
fluorescence dans une simple lame de verre. 
Le besoin de connaître les différentes voies de relaxations radiatives ou non du dipôle nous amènera ensuite à 
mettre au point un formalisme permettant de calculer la puissance totale émise par le dipôle et de différencier ces 
différentes voies de dé-excitation. En effet, l’étude de la collecte de la fluorescence dans un substrat stratifié 
pouvant contenir un milieu absorbant, comme le silicium, demande de pouvoir estimer la quantité d’énergie 
émise dans les modes guidés supportés par ce substrat ainsi que les pertes de signal dans le milieu absorbant. 
Les résultats inattendus obtenus par cette méthode nous amèneront enfin à développer un dernier modèle 
permettant de calculer plus précisément l’énergie émise dans les modes guidés d’un substrat stratifié. Ces 
résultats feront l’objet d’une étude expérimentale décrite dans le chapitre 3 (voir § 3.3.4.4). 
2.5.1. Puissance d’excitation 
Dans le paragraphe 2.2 nous avons évoqué les deux phénomènes physiques qui influent sur le phénomène 
d’absorption par un dipôle µe excité par un champ Eexci et situé à l’intérieur d’une cavité asymétrique : 
− l’orientation du dipôle vis-à-vis de la direction de polarisation du champ excitateur Eexci. Le dipôle 
pourra absorber d’autant plus d’énergie que son orientation est colinéaire à la polarisation du champ 
excitateur, c’est le principe de "photo-sélection", 
− l’effet du milieu extérieur sur le champ excitateur. La présence d’interfaces peut créer un phénomène 
d’onde stationnaire modulant la puissance d’excitation ||Eexci||² suivant la position du dipôle. 
Ces deux principes peuvent être pris en compte à travers l’équation suivante : 
2
excie Eµ ⋅∝A  Eq. 2.27.  
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où A représente la probabilité qu'a le luminophore d'absorber un photon et Eexi est le champ excitateur au niveau 
du dipôle. Cette formule est généralement utilisée dans les ouvrages traitant de l'excitation de luminophore 
(Hellen 1987, Barritault 2002) et découle de la règle d'or de Fermi (Fermi 1932) qui donne le taux de transition 
entre deux niveaux d'énergie. 
2.5.2. Calcul du diagramme d’émission 
Intéressons nous ici à l’énergie radiative émise par un dipôle dans une cavité asymétrique et, plus précisément, à 
sa répartition spatiale. De nombreux travaux ont été menés sur ce sujet, que ce soit pour simuler l’émission d’un 
dipôle situé au-dessus d’un matériau massif recouvert ou non par un empilement de couches minces (Lukosz 
1977 a, Lukosz 1977 b, Lukosz 1979, Ford 1984, Hellen 1987, Enderlein 1999), ou bien situé à l’intérieur d’une 
cavité de type Fabry Pérot (Lukosz 1980, Lukosz 1981, Rigneault 1996, Rigneault 1997, Rigneault 1998, 
Benisty 1998 a, Benisty 1998 b, Benisty 1998 c, Polerecky 2000). Ces méthodes se basent sur une approche 
classique de l’électromagnétisme et une décomposition en ondes planes de l’émission du dipôle permettant 
l’utilisation des coefficients de réflexion et de transmission de Fresnel. 
Nous allons présenter ici une méthode qui permet, par un formalisme commun, de calculer le diagramme 
d’émission d’un dipôle dans les deux configurations suivante : 
− un dipôle situé au-dessus d’un matériau massif recouvert ou non par un empilement de couches minces, 
− un dipôle situé à l’intérieur d’une cavité planaire de type Fabry Pérot. 
Cette méthode, décrite par Benisty et al. (Benisty 1998 a), repose sur l’utilisation de termes sources et un 
formalisme matriciel afin de calculer le champ émis par le dipôle dans les milieux extérieurs de la structure 
(d’après nos notations, les milieux 1 et 5 : voir Figure 2.24). 
Dans les paragraphes suivants, nous allons décrire brièvement cette méthode en présentant les termes sources et 
le calcul matriciel utilisé par Benisty et al. Nous discuterons ensuite des limitations de cette méthode qui nous 
ont poussé à développer un autre modèle afin de décrire l’ensemble des voies de relaxation possibles du dipôle. 
2.5.2.1. Définition des termes sources et présentation de la méthode de calcul 
Afin de simplifier les calculs, Benisty et al. (Benisty 1998 a) utilise une combinaison de termes sources 
permettant de représenter la répartition des ondes planes émises par un dipôle en fonction de son orientation. En 
effet, l’émission d’un dipôle dans un milieu infini étant connu, il est possible de définir des fonctions permettant 
de modéliser son émission. Ces fonctions reviennent à donner un poids à un ensemble d’ondes planes afin de 
simuler la décomposition en ondes planes de l’émission d’un dipôle en fonction de son orientation. 
Ces termes sources sont ensuite introduit comme une perturbation locale du champ électrique se propageant dans 
la cavité au niveau du plan où sont situés les dipôles. En effet, à chaque altitude z, le champ peut être décomposé 
comme étant la somme de deux champs contrapropagatifs (voir Figure 2.27). La perturbation créée par 
l’émission des dipôles situés à l’intérieur de la cavité se traduit alors par la relation suivante : 
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Eq. 2.28. 
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où E31,↑↑ et E35,↑↓ représentent les champs électriques en z = 0+ et z = 0-, et A↑↓ sont les termes sources en 
amplitude simulant l’émission des dipôles (voir Figure 2.27). 
 
Figure 2.27. Schéma d’une cavité asymétrique à l’intérieur de laquelle sont situés les dipôles (en z = 0) et 
représentation du formalisme matriciel permettant de décrire la propagation du champ électrique dans la cavité. 
Si le champ provient uniquement des dipôles, seuls les champs extraits sont non nuls. 
Trois configurations de dipôles sont considérées afin de pouvoir prendre en compte l’ensemble des orientations 
possibles de dipôles : 
− un dipôle vertical dont toutes ses ondes émises sont Transverse Magnétique (c'est-à-dire de polarisation 
p) (voir Figure 2.28 (a)), 
− un dipôle horizontal qui est décomposé suivant les deux configurations suivantes : 
− un dipôle horizontal émettant des ondes Transverse Magnétique (c'est-à-dire de polarisation p) 
(voir Figure 2.28 (b)), 
− un dipôle horizontal émettant des ondes Transverse Electrique (c'est-à-dire de polarisation s) 
(voir Figure 2.28 (c)), 
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Figure 2.28. Diagramme d’émission de (a) un dipôle vertical émettant dans les modes p (ou TM), (b) un 
dipôle horizontal émettant dans les modes p (ou TM) et (c) un dipôle horizontal émettant dans les modes s (ou 
TE). Le dipôle est situé dans le milieu 3 et l’angle θ3 est l’angle par rapport à la normale z. Est indiquée la 
puissance émise par unité d’angle solide de ces dipôles dans ces trois configurations. 
Ces termes sources sont ensuite exprimés en fonction de kz et k// afin de prendre en compte aussi bien les ondes 
propagatives que les ondes évanescentes (en faisant varier k// de 0 à +∞). En considérant la continuité du champ 
H et la discontinuité du champ E suivant z, Benisty et al. (Benisty 1998 a) trouve finalement les termes sources 
en amplitude suivants : 
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Table 2.2 Termes sources en amplitude définis pour des dipôles orientés horizontalement ou 
verticalement par rapport aux interfaces de la cavité (d’après Benisty 1998 a). Les flèches ↑ et ↓ représentent la 
propagation de l’onde vers les z positifs et négatifs respectivement. 
2.5.2.2. Calcul des champs dans les milieux 1 et 5 
Afin de calculer les champs émis par le dipôle dans les milieux 1 et 5 (voir Figure 2.27) il est, à présent, 
nécessaire de faire propager les différentes ondes planes émises par le dipôle dans la cavité. Pour cela, Benisty et 
al. utilise un formalisme matriciel reliant, pour chacune des polarisations et orientations de dipôle, les champs 
dans les milieux 1 et 5 et le champ au niveau du plan des dipôles : 
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Eq. 2.29. 
où As,p représente la matrice de propagation entre le milieu 1 à l’altitude z = z1 et le milieu 3 à l’altitude z = 0+ 
pour des ondes polarisées s ou p, et Bs,p la matrice de propagation entre le milieu 5 à l’altitude z = z5 et le milieu 
3 à l’altitude z = 0-. 
Le formalisme matriciel décrit par P. Yeh (Yeh 1988) et présenté au paragraphe 2.4.2 permet d’exprimer les 
matrices As,p et Bs,p sous la forme : 
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Eq. 2.30. 
où P3 représente la matrice de propagation dans le milieu 3 de l’altitude z = z2 à l’altitude z = 0+ et P3’ la matrice 
de propagation dans le milieu 3 de l’altitude z = z3 à l’altitude z = 0-. Les expressions des matrices P et D sont 
données au paragraphe 2.4.2. 
La résolution du système d’équations 2.18 et 2.19 permet finalement d’exprimer les champs E1 et E5 dans les 
milieux 1 et 5 à partir des termes sources A↑,↓ et des coefficients des matrices A et B : 
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Eq. 2.31. 
où aij et bij sont les coefficients des matrices A et B, et t31, r31, t35 et r35 sont les coefficients de Fresnel de 
transmission et de réflexion entre les milieux 1 et 3 (à l’altitude z = 0+) et les milieux 5 et 3 (à l’altitude z = 0-) 
respectivement. Ces coefficients sont définis par les relations suivantes (Yeh 1988) : 
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Eq. 2.32. 
On observe alors à partir des relations 2.24 que le champ émis vers le milieu 1 est la somme : 
− du champ directement transmis par le milieu 2, 
− et du champ réfléchi par le milieu 4 puis transmis par le milieu 2, 
et inversement pour le champ émis vers le milieu 5. 
Le dénominateur 1 – r35r31 représente quant à lui le facteur de qualité de la cavité et est responsable des effets 
d’inhibition ou d’augmentation de certains modes par la structure.  
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Par ailleurs, les modes guidés supportés par la structure sont entièrement confinés à l’intérieur de la cavité et ont 
donc des coefficients de réflexion r31 et r35 égal à 1. Ce sont les pôles du dénominateur des équations 2.24. 
2.5.2.3. Diagramme d’émission dans les milieux 1 et 5 
Afin d’avoir accès aux diagrammes d’émission dans les milieux 1 et 5 on calcule enfin la puissance émise par 
unité d’angle solide et de surface : Π = dP/(dΩdS). 
Pour cela, il est nécessaire de prendre en compte la modification d’angle solide d’émission du fait de la 
réfraction des faisceaux entre des milieux de différents indices de réfraction. 
Benisty et al. (Benisty 1998 a) donne ainsi la relation suivante afin de calculer le diagramme d’émission dans les 
milieux 1 et 5 d’un dipôle situé à l’intérieur de la cavité : 
2
1,1
2
,
2
z
jzj
jj kn
kn
E=Π  Eq. 2.33.  
Où l’indice j (= 1 ou 5) désigne le milieu considéré et Ej le champ émis dans le milieu j calculé à partir des 
équations 2.24. 
2.5.2.4. Premières simulations et limitations du modèle 
Validation du code de calcul 
Dans un premier temps, nous avons cherché à valider les codes de calcul que nous avons écrits à partir du 
modèle décrit par Benisty et al. (Benisty 1998 a) et présentés ci-dessus. Pour cela, nous avons reproduit quelques 
une des simulations réalisées par Benisty et al. 
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Figure 2.29. Diagramme d’émission d’un dipôle vertical situé dans le vide (n3 = 1) et à une altitude de (a) 
zµ = 0, (b) zµ = λ/4 et (c) zµ = λ/2 au dessus d’un milieu massif d’indice de réfraction n5 = 3. En noir sont 
représentés les diagrammes d’émission calculés par Benisty et al. (figure 4 de la publication Benisty 1998 a) et 
en couleur sont représentés les résultats obtenus par nos codes de calculs. 
La bonne correspondance entre nos calculs et ceux réalisés par Bensisty et al. nous permet donc de valider nos 
codes de calcul et de pouvoir à présent les utiliser pour simuler l’émission de dipôle situé dans des structures de 
notre choix. 
Premières simulations 
Simulons, à présent, les diagrammes d’émission d’un ensemble de dipôles orientés de façon isotrope dans les 
deux configurations suivantes : 
− à l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot constituée d’un miroir métallique et d’un miroir réalisé par un 
n3 = 1 n5 = 3 n3 = 1 n5 = 3 n3 = 1 n5 = 3 
zµ = 0 zµ = λ/4 zµ = λ/2 
x20 
x20 x20 
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empilement de couches minces diélectriques (3,5 paires de couches de haut et bas indice de réfraction) 
(voir Figure 2.30 (a)) 
− à l’interface d’une lame de verre recouverte par une couche mince de fort indice de réfraction (voir 
Figure 2.30 (b)). 
(a) 
 
 
(b) 
 
 
Figure 2.30. Diagramme d’émission en coordonnées polaires d’un ensemble de dipôles orientés de façon 
isotrope et schéma de la structure simulée. (a) : Dans le cas d’un dipôle situé au milieu d’une cavité Fabry Pérot 
réalisée par un miroir en argent(milieu 2) et un miroir diélectrique (milieu 4) constitué de 3,5 paires de couches 
de haut (h) et bas (b) indice de réfraction. (b) : Dans le cas d’un dipôle situé dans de l’eau (milieu 3) au dessus 
d’une lame de verre (milieu 5) et à l’altitude z = 0+ (θc représente l’angle limite de réflexion totale entre les 
milieux 5 et 3). 
Ces deux simulations nous permettent d’illustrer que selon son environnement, les propriétés spatiales 
d’émission d’un dipôle peuvent fortement changer. Une cavité Fabry Pérot a ainsi pour effet de resserrer 
l’émission du dipôle dans une ou plusieurs directions données (sur la Figure 2.30 (a) dans la direction normale à 
la cavité). Une lame de verre a, quant à elle, pour effet de piéger une partie de l’énergie émise par le dipôle par 
réflexion totale. En effet, on voit sur la Figure 2.30 (b) qu’une part importante de l’énergie dissipée par le dipôle 
z 
Milieu 3, n3 = 1,33 
Milieu 5, n5 = 1,5 
0 
Dipôle situé dans 
le milieu 3 à 
l’altitude z = 0+ 
Longueur d’onde d’émission : λ = 580 nm 
n4 = 2,2, d4 = 200 nm 
- d4 
z 
Milieu 1, n1 = 1 
Milieu 5, n5 = 1,5 
d3 = 130 nm, 
n3 = 1,9 
d3/2 
0 
n2 = 0,07 + 4i, d2 = 50 nm 
d4h ≈ 55 nm, 
n4h = 2,1 
d4b ≈ 75 nm, 
n4b = 1,46 
Longueur d’onde d’émission : λ = 510 nm 
-d3/2 
θc 
Milieu 1 
Milieu 5 
Milieu 3 
Milieu 5 
x 50 
z z 
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est émise dans la lame de verre (milieu 5) avec un angle d’émission supérieur à l’angle limite de réflexion totale. 
Cette énergie reste donc piégée dans la lame. C’est sur ce principe que fonctionne l’instrument développé au 
laboratoire. 
Limitations du modèle 
Le modèle développé dans ce paragraphe permet donc de calculer la répartition spatiale de l’énergie émise par 
un dipôle situé à l’intérieur d’une cavité asymétrique et ce dans les milieux extérieurs à la cavité. 
Il est par ailleurs possible, par ce même formalisme, de calculer l’émission du dipôle dans n’importe quelle 
couche constituant la cavité. Il suffit pour cela de calculer les flux d’énergie propagatifs Π↑ et contrapropagatifs 
Π↓ dans la couche et de les sommer en utilisant séparément les champs propagatifs et contrapropagatifs pour les 
calculer. 
Cependant, ce formalisme ne permet pas de décrire entièrement les différentes voies de relaxation du dipôle, en 
particulier les modes guidés. En effet, les directions de propagation parallèlement à l’interface ne sont pas prises 
en compte dans ce modèle or ce sont dans ces directions que les modes guidés se propagent. Les modes guidés 
étant des pôles des équations 2.20, la divergence de ces fonctions au niveau des modes guidés empêche donc tout 
calcul d’énergie couplée dans ces modes. Pour exemple, les diagrammes d’émission représentés sur la Figure 
2.30 ne permettent pas de savoir si une part de l’énergie du dipôle reste piégée à l’intérieur de la cavité Fabry 
Pérot ou bien se retrouve couplée dans les modes guidés de la couche mince déposée à la surface de la lame de 
verre. 
Cette dernière information est importante dans notre cas puisque l’on désire étudier l’effet d’une couche mince 
de fort indice de réfraction sur la collecte du signal de fluorescence et de son confinement dans une lame de 
verre. De plus, plusieurs équipes dont la notre (Labeye 2002 Gachet 2004, Seiler 2006) utilisent ou ont utilisé 
des guides d’onde afin d’acheminer les signaux des différents plots biologiques d’une puce vers un détecteur 
résolu spatialement (voir § 1.8.4). Nous avons donc besoin de pouvoir estimer la quantité d’énergie couplée dans 
de telles structures afin de pouvoir étudier notre système et en comparer les performances vis-à-vis d’instruments 
similaires. 
Benisty et al. (Benisty 1998 a) propose une solution afin d’avoir accès à l’énergie couplée dans les modes 
guidés. Elle consiste à ajouter une couche absorbante ou bien de fort indice de réfraction à la structure afin 
d’absorber ou de découpler en modes radiatifs l’énergie couplée dans les modes guidés. Cependant, cette 
méthode ne nous a pas paru pertinente car l’ajout d’une couche supplémentaire entraine une modification de la 
structure entourant le dipôle et donc de l’émission du dipôle. Par ailleurs, un formalisme différent décrit par Ford 
et Weber (Ford 1984) puis Barnes et al. (Barnes 1998) nous a permis d’avoir accès à une estimation de cette 
énergie d’une façon plus simple et directe. Etant donné, comme nous le verrons par la suite, que seule une très 
faible quantité de signal peut se coupler dans les modes guidés, nous n’avons pas cherché à développer le modèle 
de Benisty et al. plus en avant. 
De la même manière, les dissipations non radiatives ne sont pas non plus prisent en compte par la méthode 
décrite par l’équipe de Benisty. Or, plusieurs travaux ont montré que la présence d’un milieu absorbant à 
proximité d’un dipôle pouvait annihiler son émission radiative (Drexhage 1974, Ford 1984, Barnes 1998). La 
connaissance de ces pertes d’énergie radiative est donc importante que ce soit pour étudier l’émission des 
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OLEDs (effet des électrodes métalliques) ou bien la collecte de la fluorescence dans un guide d’onde réalisé sur 
un support absorbant tel que le Silicium. En effet, plusieurs biocapteurs utilisent des guides d’onde réalisés sur 
des substrats absorbant (Seiler 2006) ou transparent (Gachet 2004) afin d’adresser à chaque plot biologique un 
détecteur rendant le support multiplexe malgré une excitation globale du composant. Il est donc nécessaire de 
connaître les différentes voies de relaxation possibles de l’énergie des dipôles afin de pouvoir comparer les 
performances de ces systèmes à celles du prototype développé au laboratoire. L’objectif initial de ce travail 
n’était pas de classer deux méthodes de collection de la fluorescence mais de choisir celle la mieux adaptée à la 
problématique du projet. Ce choix conditionnait des orientations importantes pour ma thèse car les technologies 
de fabrication sont complètement différentes, la compatibilité de guides déposés sur silicium avec l’intégration 
d’OLED n’était pas évidente et le greffage de bio-récepteurs sur des verres dopés (guides réalisés par échanges 
d’ions) n’était pas maîtrisé au laboratoire. Une certaine logique poussait à poursuivre le travail de recherche 
démarré par A.L. Seiler mais nous avons souhaité vérifier que le bilan énergétique, donnant directement accès au 
rapport signal spécifique sur bruit, était favorable à de tels composants bien plus complexes que ceux développés 
au laboratoire (lame simple comme guide). 
Nous avons donc choisi de développer un modèle basé sur une résolution directe des équations de Maxwell 
permettant de différencier les voies de relaxations radiatives ou non du dipôle et d’en évaluer les importances 
relatives. Ce modèle se base sur le calcul de la puissance totale émise par le dipôle suivant son environnement. 
2.5.3. Spectre de puissance émise par un dipôle 
2.5.3.1. Mise en place du modèle 
Le but de ce paragraphe est de calculer la puissance totale émise PT par un dipôle en fonction des propriétés de la 
cavité asymétrique dans laquelle il est situé. Dans le cas de milieu non absorbants et ne supportant pas de modes 
guidés, cette puissance totale est égale au flux du vecteur de Poynting à travers une sphère centrée sur le dipôle 
ce qui peut être calculé à partir des équations précédentes. Par contre, dans le cas de milieux absorbants (comme 
des milieux métalliques), PT ne se résume plus à l’intégrale du flux du vecteur de Poynting. Une partie de PT est 
non radiative : il est donc nécessaire de développer un modèle prenant en compte ces pertes non radiatives. 
Par ailleurs, le calcul de PT est étroitement lié à la mesure du temps de vie τ de l’émission du dipôle. En effet, PT 
est proportionnel à l’inverse du temps de vie τ : τ1∝TP . Plusieurs théories conduisant au calcul de PT pour 
un dipôle à l’interface d’un matériau massif ont été élaborées et confrontées à la mesure de τ. Drexhage 
(Drexhage 1974), Lukosz (Lukosz 1977, Lukosz 1979) Ford et Weber (Ford 1984), Chance et al. (Chance 1978) 
ou encore Barnes (Barnes 1998) étudièrent théoriquement et expérimentalement l’influence de l’altitude et de 
l’orientation du fluorophore par rapport à l’interface avec le milieu massif sur PT  (et donc τ). Ces études 
permirent par exemple de mettre en évidence l’importance des pertes par effet non radiatif lorsqu’un dipôle se 
situe à de faibles distances d’un substrat métallique (Drexhage 1974). 
Nous allons reprendre ici ces travaux, en particulier ceux de Ford et Weber (Ford 1984), et les étendre au cas 
d’un dipôle situé à l’intérieur d’une cavité asymétrique. 
Tout d’abord, l’équation donnant l’énergie totale dissipée par un dipôle µe situé en r = zµ ez est (Ford 1984) : 
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( )Eµ*e ⋅ℑ= 2
ω
TP  Eq. 2.34. 
où ω est la pulsation d’émission du dipôle, E est le champ électrique au niveau du dipôle produit par le dipôle lui 
même, ℑ  désigne la partie imaginaire de l’expression entre parenthèse et * le complexe conjugué. 
Dans le cas d’un dipôle à l’interface d’un milieu massif recouvert ou non par un empilement de couches minces 
(milieu 1, 2 et 3 confondus), le champ au niveau du dipôle est la somme du champ émis par le dipôle avec celui 
réfléchi par l’interface avec le substrat. A partir d’une décomposition en ondes planes de l’émission du dipôle et 
du calcul des coefficients de réflexion de Fresnel, Ford et Weber (Ford 1984) arrivent, dans ce cas, à la formule 
suivante de la puissance totale émise par le dipôle : 
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Eq. 2.35. 
où u, la variable d’intégration, est la composante radiale du vecteur d’onde normalisé (u = kr/k3), psr ,35  sont les 
coefficients de réflexion entre les milieux 3 et 5 pour des ondes polarisées s ou p, et ez µe ⋅=⊥µ  et 
( ) zeze eµeµ ⋅= -µ //  sont les composantes normales et radiales du dipôle d’émission. On rappelle que 
l’origine de l’axe Oz est au niveau du plan du dipôle et est orienté du milieu 5 vers le milieu 1 (voir Figure 2.24). 
Etant donné que l’on cherche à simuler les propriétés d’émission d’un dipôle situé dans une cavité asymétrique, 
nous allons à présent développer cette formule mise au point par Ford et Weber à ce cas plus général. 
Dans le cas d’un dipôle situé à l’intérieur d’une cavité fermée, le champ au niveau du dipôle est la somme des 
réflexions successives du champ Edip émis par le dipôle sur les miroirs composant la cavité (voir Figure 2.31).  
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Figure 2.31. Représentation des réflexions successives du champ émis par le dipôle sur les miroirs de la 
cavité. Le champ total au niveau du dipôle est alors la somme de ces champs réfléchis. 
Le champ en z = 0 issu des réflexions représentées par les flèches pleines sur la Figure 2.31 est alors égal à la 
somme : 
( ) ( )( )L+++++++= 333222 ²1 babababaabarErE dippleine
 
Eq. 2.36. 
où a représente les variations d’amplitude et de phase du champ dues au trajet aller-retour entre l’altitude z = 0 et 
sa réflexion sur le milieu 2 et b les variations dues au trajet aller-retour entre l’altitude z = 0 et la réflexion sur le 
milieu 4. 
De même, le champ en z = 0 issu des réflexions représentées par les flèches pointillées sur la Figure 2.31 est égal 
à la somme : 
( ) ( )( )L+++++++= 33322221 bababaababbrErE dippointillée
 
Eq. 2.37. 
Selon la polarisation de l’onde, les coefficients a et b sont : 
− pour les composantes perpendiculaires des ondes polarisées p : 23231
zikpp zera
−
⊥ =  et 
332
35
zikpp zerb =⊥  
− pour les composantes parallèles des ondes polarisées p : 23231//
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−
−=
 et 33235//
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− pour les composantes parallèles des ondes polarisées s : 23231//
zikss zera
−
=
 et 33235//
zikss zerb =
 
Le champ total au niveau du dipôle (en z = 0) est donc, pour chaque polarisation s ou p du champ, la somme de 
Epleine et Epointillé. 
En reprenant l’équation 2.24 afin de prendre en compte de ces multiples réflexions, on obtient alors une 
expression donnant la puissance totale émise par un dipôle dans une cavité asymétrique : 
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Eq. 2.38. 
où u, la variable d’intégration, est la composante radiale du vecteur d’onde normalisé (u = kr/k3), psr ,31  et 
ps
r
,
35  
sont les coefficients de réflexion entre les milieux 3 et1 et les milieux 3 et 5 pour des ondes polarisées s ou p, et 
ez µe ⋅=⊥µ  et ( ) zeze eµeµ ⋅= -µ //  sont les composantes normale et radiale du dipôle d’émission. 
On remarque que l’on retrouve l’équation 2.24 représentant la puissance totale émise par un dipôle situé à 
l’interface d’un milieu massif car dans ce cas, les coefficients sr31  et 
p
r31  sont nuls. 
A ce stade, nous pouvons introduire la quantité dudP , spectre de puissance dans l’espace des vecteurs d’onde 
radiaux normalisés. L’équation 2.27 s’écrie alors sous la forme : 
∫
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=
0
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du
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Eq. 2.39. 
L’étude de ce spectre de puissance en fonction de u va alors permettre de définir les différents domaines de 
relaxation du dipôle en fonction des propriétés de la structure dans laquelle il est situé et d’en étudier les 
importances relatives. En effet, la valeur de la variable d’intégration u va déterminer dans quels types de modes 
l’énergie du dipôle sera dissipée (modes radiatifs, modes guidés ou modes non radiatifs). En intégrant la fonction 
dP/du(u) sur ces différents domaines, nous serons alors en mesure de comparer les puissances émises dans 
chacun des modes de relaxation possibles. 
2.5.3.2. Premières simulations 
Validation du code de calcul 
Nous avons à nouveau cherché dans un premier temps à valider nos codes de calculs à partir des résultats 
présentés dans la littérature. Pour cela nous avons reproduit certaines simulations effectuées par Ford et Weber 
(Ford 1984) et Barnes et al. (Barnes 1998). Etant donné que nous avons réussi à reproduire leurs résultats dans le 
cas de dipôles à l’interface d’un milieu massif éventuellement recouvert par une couche mince, nous avons 
considérer que la transposition en codes de calculs n’introduisait pas d’erreur. 
Premières simulations 
Reprenons les deux structures décrites sur la Figure 2.30. Le calcul du spectre de puissance émise par un 
ensemble de dipôles orientés de manière isotrope dans ces deux configurations donne : 
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Figure 2.32. Spectre de puissance dP/du normalisé par la puissance émise par un dipôle dans un milieu 
infini d’indice réfraction n3 pour un ensemble de dipôles orientés de manière isotrope et situé (a) à l’intérieur 
d’une cavité Fabry Pérot (décrite sur la Figure 2.30 (a)) et (b) à l’interface d’une lame de verre recouverte par 
une couche mince de fort indice de réfraction (configuration décrite sur la Figure 2.30 (b)). Pfree représente la 
puissance totale émise par un dipôle dans un milieu infini d’indice de réfraction n3 calculé par la formule de 
Larmor (Ford 1984). 
Nous voyons qu’il est possible de séparer l’émission du dipôle en plusieurs domaines suivant la valeur de la 
variable u : 
i. les modes radiatifs. Ce sont les modes pouvant se propager dans l’ensemble des milieux transparents de 
la cavité et dont on calcule la répartition spatiale d’énergie par le modèle présenté précédemment. Il 
s’agit du domaine 0 < u < n1/n3 sur la Figure 2.32 (a) et du domaine 0 < u < n3/n3 sur la Figure 2.32 (b), 
ii. les modes de substrat. Ce sont les modes radiatifs dans le substrat (milieu 5) et évanescent dans le 
superstrat (milieu 1 dans le cas de la Figure 2.30 (a) ou 3 dans le cas de la Figure 2.30 (b)) dont l’indice 
de réfraction est plus faible. Ces modes sont donc émis avec un angle supérieur à l’angle limite de 
réflexion totale entre ces deux milieux. Il s’agit du domaine n1/n3 < u < n5/n3 sur la Figure 2.32 (a) et du 
domaine n3/n3 < u < n5/n3 sur la Figure 2.32 (b). C’est l’énergie lumineuse transportée dans ces modes 
que l’on détecte dans l’instrument développé au laboratoire, 
iii. les modes guidés. Ils correspondent à l’énergie lumineuse piégée dans la cavité ou dans une des couches 
transparentes de fort indice de réfraction qui la constitue. Les modes guidés sont des pôles de la 
fonction dP/du(u) et sont donc représentés par des pics dans le domaine n5/n3 < u < n3/n3 sur la Figure 
2.32 (a) et le domaine n5/n3 < u < n4/n3 sur la Figure 2.32 (b), 
iv. les modes non radiatifs. Ils correspondent aux dissipations d’énergie dans les milieux absorbants : par 
exemple dans le cas de la Figure 2.32 (a), l’énergie qui est couplée dans les modes de plasmons de 
surface de la couche métallique et représentée par le pic pour u ≈ 1,14. Ces dissipations non radiatives 
sont des pertes d’énergie lumineuse. 
Pour résumer, nous avons représenté ces quatre domaines de relaxations possibles de l’énergie du dipôle dans 
une cavité asymétrique sur la figure suivante : 
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(a) 
 
(b) 
 
Figure 2.33. Représentation schématique des différentes voies de dissipation de l’énergie d’un dipôle situé à 
l’intérieur d’une cavité asymétrique. (a) : dans le cas d’une cavité Fabry Pérot représenté sur la Figure 2.30 (a). 
(b) : dans le cas d’un dipôle à l’interface d’une lame de verre recouverte par une couche mince de fort indice de 
réfraction (cas de la Figure 2.30 (b)). Le domaine i correspond aux modes radiatifs, le domaine ii aux modes de 
substrat et le domaine iii aux modes guidés. Les dissipations non radiatives n’ont pas été représentées sur ce 
schéma. 
L’émission dans le substrat (milieu 5), d’indice de réfraction plus élevé que le superstrat (milieu 1 ou 3), est 
composée de deux types de modes, les modes radiatifs et les modes de substrats, qui sont émis pour des angles 
d’émission respectivement inférieures et supérieures à l’angle limite de réflexion totale θc. Afin de distinguer ces 
deux zones d’émission dans le substrat, nous utiliserons les termes émission "sous-critique" et "sur-critique" qui 
correspondent respectivement à ces deux types de modes émis dans le substrat. 
2.5.3.3. Collecte de la fluorescence dans le substrat 
Nous pouvons à présent, grâce à ce modèle, effectuer une comparaison des performances de notre instrument 
avec celles d’instruments similaires utilisant le même principe de collection de la fluorescence comme les 
systèmes utilisés par Gachet et Seiler présentés au paragraphe 1.8.4. En effet, il nous est maintenant possible de 
comparer l’efficacité de collection de la fluorescence des différentes architectures de ces instruments. 
Les architectures de ces trois systèmes sont représentées sur la figure suivante : 
z 
0 
- d4 
i. 
i. 
ii. 
iii. 
n3 
n5 > n1 θc = asin(n3/n5) 
z 
i. 
i. 
ii. 
iii. 
n1 
n5 > n1 θc = asin(n1/n5) 
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Figure 2.34. Schéma des architectures utilisées par (a) Gachet (Gachet 2004), par (b) Seiler (Seiler 2006) 
et par (c) le système développé au laboratoire. 
Afin de comparer ces trois architectures en termes de collecte du signal de fluorescence, nous calculons le 
spectre de puissance d’un ensemble de dipôles orientés de manière isotrope, situés à une altitude zµ = 10 nm au 
dessus de ces trois composants et émettant à 580 nm (longueur d’onde d’émission du fluorophore Cy3). 
Pour l’architecture utilisée par Gachet (voir Figure 2.34 (a)) 
 
 
Figure 2.35. Spectre normalisé de puissance pour un ensemble de dipôles orientés de manière isotrope à 
une altitude zµ = 10 nm du composant utilisé par Gachet  en échelle linéaire (à gauche) et semi-logarithmique (à 
droite). Les domaines i, ii, iii, et iv font référence aux domaines définis au paragraphe 2.5.3.2 et correspondent 
respectivement aux modes radiatifs, aux modes sur-critiques, aux modes guidés et aux dissipations non 
radiatives. 
On observe donc que le dipôle peut coupler une partie de son énergie dans trois modes guidés TE et TM 
différents. 
En intégrant ce spectre de puissance suivant les différents domaines i, ii, iii, et iv, il est possible de calculer les 
importances relatives des différents modes de relaxation des dipôles situés à l’interface de ce composant. On 
trouve ainsi que : 
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 Puissance couplée (en u.a.) Fraction de la puissance émise 
par les dipôles (en %) 
Les modes radiatifs 1,29.104 70,3 
Les modes sur-critiques 5,45.103 29,7 
Les modes guidés 2,86.10-9 1,5.10-11 
Table 2.3 Fraction de la puissance émise par les dipôles situés à l’interface du composant utilisé par 
Gachet dans les différents domaines d’émission possibles des dipôles. Cette fraction est calculée par rapport à 
la puissance totale émise par ces dipôles. 
On observe donc que très peu d’énergie émise par les dipôles est couplée dans les modes guidés. La détection de 
ce signal impose donc, pour atteindre les limites de détection nécessaire à notre application, l’utilisation d’un 
détecteur très sensible et/ou un temps d’intégration relativement long. 
Par ailleurs, on remarque que 30 % de l’émission des dipôles est couplée dans la lame de verre. 
Or, le système de mesure utilisé par Gachet repose sur l’excitation simultanée de l’ensemble des plots 
biologiques de la puce. Le signal de fluorescence de chacun des plots est ensuite collecté par un guide d’onde et 
est guidé vers un détecteur résolu spatialement (par exemple une barrette de détecteurs) 
A l’intérieur du substrat va donc se retrouver mêlée 30 % de l’émission de chacun des plots biologiques de la 
puce. Ce signal, qui devient non spécifique d’un plot en particulier, créé un signal de fond très important vis-à-
vis du signal guidé dans chacun des guides d’onde. On observe alors une perte de contraste entre le signal des 
modes guidés, spécifique d’un plot biologique, et le signal de fond (voir Figure 2.36). Cela explique les faibles 
performances obtenues par ce système. 
 
Figure 2.36. Schéma illustrant la perte prévisible de contraste en bout de lame entre la faible quantité de 
signal couplé dans les guides d’onde spécifique de chacun des plots biologiques de la puce et le signal de 
l’ensemble des plots couplé dans le substrat créant un signal de fond important. 
Le problème principal de la méthode de mesure utilisée par Gachet est donc d’exciter l’ensemble des plots 
biologiques à la fois. Cela entraîne une perte de contraste limitant les performances de détection. Une solution 
pour éviter cette perte de contraste serait de n’exciter qu’un seul plot biologique à la fois. L’utilisation de guides 
d’ondes et d’un détecteur résolu spatialement ne serait alors plus pertinente et le système reviendrait à celui 
développé au laboratoire. 
 
Plots biologiques 
Signal attendu Signal observé 
Signal couplé dans les 
guides d’onde 
Signal, non spécifique, 
couplé dans le substrat 
Guides d’onde 
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Pour l’architecture utilisée par Seiler (voir Figure 2.34 (b)) 
  
Figure 2.37. Spectre normalisé de puissance pour un ensemble de dipôles orientés de manière isotrope à 
une altitude zµ = 10 nm du composant utilisé par Seiler  en échelle linéaire (à gauche) et semi-logarithmique (à 
droite). Les domaines i, ii, iii, et iv font référence aux domaines définis au paragraphe 2.5.3.2 et correspondent 
respectivement aux modes radiatifs, aux modes sur-critiques, aux modes guidés et aux dissipations non 
radiatives. 
On observe cette fois la présence de deux modes guidés et on calcule que : 
 Puissance couplée (en u.a.) Fraction de la puissance émise 
par les dipôles (en %) 
Les modes radiatifs 1,24.104 87,2 
Les modes sur-critiques 1,82.103 12,8 
Les modes guidés 1,01.10-8 7,13.10-11 
Table 2.4 Fraction de la puissance émise par les dipôles situés à l’interface du composant utilisé par 
Seiler  dans les différents domaines d’émission possibles des dipôles. Cette fraction est calculée par rapport à la 
puissance totale émise par ces dipôles. 
On observe à nouveau que très peu de signal de fluorescence est couplé dans les modes guidés et que 12 % de la 
fluorescence est couplée dans la couche de Silice.  
Ce système utilisant aussi une excitation simultanée de l’ensemble des plots de la puce, un signal de fond 
important se créé donc dans la couche de Silice. Ce signal, s’il n’est pas atténué par les réflexions sur le substrat 
en Silicium lors de son guidage entraîne une perte de contraste en bout de composant (voir Figure 2.36). 
Cependant, le coefficient de réflexion sur du Silicium pour des angles d’incidences importants est compris entre 
70 et 90 %. Le signal guidé dans la couche de Silice est donc rapidement absorbé par le substrat, d’autant plus 
rapidement que la couche de silice est fine. Cela permet alors de s’affranchir du problème de perte de contraste 
limitant fortement le rapport signal sur bruit et seuls les signaux couplés dans les guides d’onde peuvent atteindre 
le détecteur. Mais ces signaux sont très faibles et il devient alors nécessaire d’utiliser des détecteurs très 
sensibles pour les mesures ce qui rend le système complexe (alignement d’une matrice de détecteur devant les 
sorties des guides, indexation des sorties sur les photo-sites) et finalement peu sensible si on considère l’énergie 
émise par les dipôles perdue dans le silicium. 
i ii iii iv 
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Par ailleurs, afin de limiter au maximum les pertes de contrastes en bout de composant et de réduire au 
maximum le vignetage (différence de niveau mesuré selon la position du plot sur la puce), il faut utiliser des 
composants d’une taille suffisante pour que les réflexions successives sur le substrat atténuent fortement le signal 
de fond couplé dans la couche de Silice. Le coût de tels composants (quelques cm² de surface possédant des 
guides gravés) devient important voir prohibitifs pour des applications où le composant est jeté après chaque 
utilisation. 
Remarque : Nous reviendrons et expliquerons la présence d’oscillations sur le spectre de puissance d’un dipôle 
situé à l’interface d’un milieu stratifié lors de l’étude des effets d’une couche de fort indice de réfraction à la 
surface d’une lame de verre pour l’instrument développé au laboratoire (voir § 3.3.4.2). 
Pour l’architecture développée au laboratoire (voir Figure 2.34 (c)) 
 
 
Figure 2.38. Spectre normalisé de puissance pour un ensemble de dipôle orientés de manière isotrope à une 
altitude zµ = 10 nm du composant développé au laboratoire en échelle linéaire (à gauche) et semi-logarithmique 
(à droite). Les domaines i, ii, iii, et iv font référence aux domaines définis au paragraphe 2.5.3.2 et 
correspondent respectivement aux modes radiatifs, aux modes sur-critiques, aux modes guidés et aux 
dissipations non radiatives. 
On observe cette fois qu’il n’y a pas de modes guidés puisqu’il n’y a pas de structure (couche mince) pour les 
supporter et on calcule que : 
 Puissance couplée (en u.a.) Fraction de la puissance émise 
par les dipôles (en %) 
Les modes radiatifs 1,30.104 70,87 
Les modes sur-critiques 5,33.103 29,13 
Les modes guidés   
 
Table 2.5 Fraction de la puissance émise par les dipôles situés à l’interface du composant développé au 
laboratoire dans les différents domaines d’émission possibles des dipôles. Cette fraction est calculée par rapport 
à la puissance totale émise par ces dipôles. 
On remarque cette fois que 30 % de l’énergie des dipôles est émise dans le substrat mais sans possibilité de 
couplage dans des modes guidés. En effet, aucun milieu de la structure ne supporte des modes guidés. 
i ii iv 
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Etant donné que le système développé au laboratoire excite tour à tour chacun des plots biologiques afin de 
dissocier leurs signaux, il n’y a donc pas de mélange de ces derniers dans le substrat et donc de pertes de 
contraste. De plus, beaucoup plus de signal spécifique est porté par l’ensemble des modes sur-critiques, est guidé 
en bout de lame, ce qui doit permettre de bien meilleures performances de détection que les systèmes de Gachet 
et Seiler où seule l’énergie couplée dans les modes guidés est spécifique. C’est d’ailleurs ce que démontrent les 
expériences réalisées en laboratoire qui donnent des limites de détection équivalentes à celle des meilleurs 
scanners commerciaux de biopuce disponibles actuellement. 
Conclusions 
L’analyse théorique de ces différentes architectures nous permet donc de conclure que le système le plus 
performant est celui développé au laboratoire car l’excitation tour à tour de chacun des plots biologiques permet : 
− de détecter l’ensemble de la fluorescence couplée dans les modes sur-critiques et non uniquement dans 
les modes guidés. Plus de signal spécifique parvient donc au détecteur, 
− d’éviter la perte de contraste du fait du mélange des signaux des différents plots biologiques créant un 
signal de fond important dans le substrat, 
− d’utiliser une puce plus simple ne possédant pas des structures de guides d’onde nécessitant de 
nombreuses étapes technologiques pour leur réalisation, 
− d’utiliser des composants optiques plus simples, en particulier un détecteur non résolu spatialement. 
De plus, le système d’excitation des systèmes de Gachet et Seiler utilisent une seule source pour exciter 
l’ensemble des plots biologiques. La densité de puissance au niveau de la puce est donc plus faible que dans le 
cas ou une source d’excitation est associée à chaque plot fluorescent comme pour l’instrument développé au 
laboratoire. Les performances de détection en sont alors limitées. Une solution pour augmenter cette densité de 
puissance d’excitation dans ces systèmes serait d’utiliser une matrice de sources d’excitation. L’emploi d’une 
matrice de source permet alors de n’exciter qu’un plot à la fois : les guides ne sont plus nécessaires pour 
discrétiser la mesure. 
2.5.3.4. Limitation du modèle 
Dans le paragraphe précédent, nous avons intégré numériquement le spectre de puissance dissipée dans les 
différents domaines possibles de relaxation de l’énergie des dipôles. Ce calcul est valable dans le cas des modes 
radiatifs et sur-critiques mais pose problème pour calculer l’énergie exacte émise dans les modes guidés. En 
effet, les modes guidés sont des pôles de la fonction dP/du(u). L’intégration numérique permet donc de donner 
uniquement des valeurs approchées de la puissance couplée dans les modes guidés et dépend par exemple de 
l’échantillonnage utilisé pour calculer le spectre de puissance. Afin de confirmer les résultats présentés ci-dessus, 
nous avons choisi de développer un dernier modèle basé sur la théorie des modes couplés. Ce modèle consiste à 
calculer le recouvrement entre les modes évanescents du dipôle et le profil des modes guidés supportés par la 
structure. Nous avons préféré développer un tel formalisme que d’étendre le modèle présenté par Benisty et al. 
car ce dernier nous a semblé plus complexe et moins direct que la théorie des modes couplés classiquement 
utilisée pour décrire les interactions de la lumière avec un guide d’onde. 
Ce modèle a été développé en collaboration avec A. Morand Maître de Conférence à l’Institut de 
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Microélectronique Electromagnétisme et Photonique de Grenoble. 
2.5.4. Energie couplée dans les modes guidés 
2.5.4.1. Mise en place du modèle 
La théorie des modes couplés décrit le couplage d’une onde dans une structure lorsqu’il y a une perturbation du 
champ électromagnétique à proximité. Dans notre cas, la perturbation du champ électromagnétique est créée par 
le dipôle et est confinée à sa position. 
Cette théorie repose sur le calcul du recouvrement entre le profil des modes guidés et celui des champs de la 
perturbation ici créée par l’émission du dipôle. Du fait de la symétrie cylindrique par rapport à l’axe (Oz) nous 
calculerons cette intégrale de recouvrement sur la surface S d’un cylindre d’axe (Oz) et dont on fera tendre le 
rayon ρ vers 0 pour ne prendre en compte que la contribution du dipôle situé en ρ = 0. 
La formule donnant l’intégrale de recouvrement est la suivante : 
dSdS
dS
SS
S
i
∫∫∫∫
∫∫
∧×∧
∧
=Γ
imodeimodedipdip
imodedip
HEHE
HE
2
mode  Eq. 2.40.  
où Γ représente le taux de coulage dans le mode guidé i, S la surface du cylindre centré sur l’axe (Oz) de rayon ρ 
et de hauteur infinie, Edip et Hdip représentent les champs électriques et magnétiques émis par le dipôle et Emode i 
et Hmode i sont les champs électrique et magnétique du ième mode guidé dans le milieu 2. 
Le numérateur de cette fonction représente le recouvrement entre les profils des modes guidés et les champs 
émis par le dipôle (voir Figure 2.39), alors que le dénominateur est le facteur de normalisation. Nous nous 
intéresserons par la suite essentiellement au numérateur, le premier terme du facteur de normalisation pouvant 
être obtenu en intégrant la fonction dP/du(u) pour [ ]+∞∈ ,0u  et le second étant égal à 1 (voir ci-dessous). 
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Figure 2.39. Représentation schématique du calcul du recouvrement entre les champs évanescents émis par 
un dipôle à l’interface d’une lame de verre recouvert par une couche mince de Nitrure, et le profil d’un mode 
guidé supporté par cette couche. 
La représentation de la Figure 2.39 permet déjà de donner quelques explications sur le mécanisme de couplage 
de l’énergie du dipôle dans les modes guidés. Tout d’abord, seuls des modes évanescents du dipôle pourront être 
couplés dans les modes guidés supportés par la couche mince car leurs constantes de propagation doivent 
correspondre. Ce couplage aura alors une décroissance exponentielle avec l’altitude du dipôle du fait du 
caractère évanescent des modes pouvant être couplés. Ensuite, il sera fortement dépendant de la queue 
évanescente du profil des modes guidés présente dans le milieu où se trouve le dipôle (milieu 3). En effet, plus 
ces modes auront une queue évanescente importante dans le milieu 3 et plus le recouvrement, et donc le 
couplage, avec les modes du dipôle sera efficace. Afin de coupler un maximum d’énergie dans les modes guidés, 
il est donc nécessaire de bien dimensionner le guide d’onde afin de maximiser la queue évanescente du profil de 
modes guidés dans le milieu où se situe le dipôle. 
Dans un souci de simplification, considérons que seule l'onde plane du dipôle ayant la composante radiale de son 
vecteur d'onde égale au vecteur d'onde d'un mode guidé pourra se coupler dans ce mode. En effet, si on 
considère les modes guidés comme parfaits, c'est-à-dire n'étant pas soumis à des perturbations dues, par exemple 
à l'émission du dipôle, ce mode guidé ne présentera pas de divergence autour de son vecteur d'onde. Ainsi pour 
un mode guidé d’indice effectif neff, seule l'onde plane du dipôle ayant la composante radiale de son vecteur 
d'onde égale à k0.neff  pourra se coupler dans ce mode. 
On peut alors simplifier l'expression de l'intégrale de recouvrement : 
dSdS
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Eq. 2.41.  
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où kri représente la composante radiale du vecteur d'onde égale à k0 neff,i avec neff,i l'indice effectif du mode guidé 
numéro i, et ri
k
dipξ  représente l'onde plane issue de la décomposition de l’émission du dipôle ayant sa 
composante radiale égal à kri. 
Pour le calcul de ce recouvrement, il est donc nécessaire de connaître la décomposition en ondes planes, 
exprimées en coordonnées cylindriques, du champ émis par le dipôle, ainsi que les champs magnétiques et 
électriques des différents modes guidés supportés par le milieu 2 : 
− pour le champ émis par le dipôle, nous utilisons la décomposition en ondes planes et les calculs 
effectués par Hellen (Hellen 1987) afin de déterminer l’expression des ondes planes émises par le 
dipôle à l’interface d’une lame de verre. On projette ensuite ces ondes planes sur la base ( )z ,p ,s )))  
associée à la direction d’observation (voir Figure 2.23), 
− pour les modes guidés, nous calculons les profils iTM
i
TE UU ,  des n modes guidés TE et TM confinés 
dans le milieu 2 à partir de la résolution des équations de Maxwell pour un guide plan asymétrique. En 
effet, les dimensions nanométriques de ces guides nous obligent à considérer le caractère ondulatoire de 
la lumière afin de décrire la propagation de ces modes. Ce calcul à été réalisé en collaboration avec le 
Dr. A. Morand de l’IMEP (Grenoble) qui a fourni les profils normalisés des modes guidés de plusieurs 
configurations que nous avons testées. 
Or les champs TE et TM dans un guide plan ont respectivement leurs composantes électrique et magnétique 
orientées parallèlement aux interfaces séparant les différents milieux. Dans notre base cylindrique, nous pouvons 
donc considérer que la composante électrique du mode TE et la composante magnétique du mode TM sont 
polarisées suivant eρ  dont la projection sur la base d’observation ( )z ,p ,s )))  donne : spe ρ ˆsinˆcos θθ += . 
De plus, les composantes électrique et magnétique des champs TE et TM doivent satisfaire l’équation de 
Helmholtz : 
02 =+∆ ϕϕ k  Eq. 2.42.  
qui en coordonnées cylindriques peut s’exprimer sous la forme : 
( ) 02222 =−+
∂
∂
+
∂
∂ ϕρε
ρ
ϕρ
ρ
ϕρ mk
r  
Eq. 2.43.  
où φ désigne ici aussi bien la composante électrique du champ TE que la composante magnétique du champ TM. 
Les solutions de cette équation sont la somme de deux ondes contra-propagatives représentées par les fonctions 
de Hankel de premier et deuxième ordres. Etant donné que nous considérons un problème sans sources à l’infini, 
on peut exprimer les champs E et H des modes guidés TE et TM uniquement à l’aide de la fonction d’Hankel du 
premier ordre soit sous la forme (onde sortante correspondant au rayonnement du dipôle) : 
( ) ( ) ( )
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 Eq. 2.44.  
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où m représente l’ordre de la symétrie selon l’axe (Oz) qui est ici égal à 1 (symétrie de 2π), et )1(0H  représente la 
fonction de Hankel du premier ordre. 
Les équations de Maxwell-Faraday 
t
-µ
∂
∂
=
H
rotE 0  et de Maxwell-Ampère tr ∂
∂
=
E
rotH εε 0  permettent 
ensuite de déduire les champs magnétiques associés aux modes guidés TE et TM : 
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 Eq. 2.45.  
A partir de la décomposition en ondes planes en coordonnées cylindriques donnée par Hellen (formules 26, 27 et 
28 de Hellen 1987) et de l’équation 2.45 il est alors possible de calculer l’intégrale de recouvrement donnée à 
l’équation 2.41 pour les différents modes guidés de la structure sous réserve de connaître le profil de ces modes 
guidés. 
2.5.4.2. Premières simulations 
Afin de confirmer les ordres de grandeurs obtenus au paragraphe 2.5.3.3, nous allons calculer l’énergie couplée 
dans les modes guidés supportés par la structure des capteurs développés par Gachet et Seiler. 
Pour cela, nous utilisons les calculs des profils des modes guidés de ces structures réalisés par A. Morand. 
La structure utilisée par Gachet  offre la possibilité de coupler de l’énergie dans 3 modes guidés TE et 3 modes 
guidés TM. En effet, si on observe de plus près la zone où se trouvent les pics des modes guidés de la Figure 
2.35 représentant le spectre de puissance émise par un ensemble de dipôles situés à l’interface du composant 
utilisé par Gachet, on observe que chaque pic est double et correspond à un mode TE et un mode TM. Le calcul 
du profil de ces six modes donne alors : 
Profil des champs H des modes TE Profil des champs H des modes TM 
Figure 2.40. Profils normalisés des champs magnétique des trois modes TE et des trois modes TM supportés 
par la structure du composant développé par Gachet. Ces calculs ont été réalisés par A. Morand. 
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A partir de ces profils, nous pouvons déjà réaliser une première observation : la queue évanescente dans le milieu 
3 (milieu où sont situés les dipôles) des modes guidés est faible en comparaison de celle dans le milieu 5. En 
effet, lors de la propagation de modes guidés à l’intérieur d’un guide plan asymétrique compris entre deux 
milieux d’indice de réfraction différents, le profil des modes guidés aura tendance à se décaler vers le milieu 
d’indice de réfraction le plus fort. Dans ce cas, l’indice de réfraction de la lame de verre étant plus important que 
l’indice du milieu extérieur, les modes guidés pénètrent plus profondément dans la lame de verre. 
Or le couplage de l’énergie des dipôles dans les modes guidés provient du recouvrement entre les profils de ces 
modes et les champs évanescents émis par les dipôles. Le couplage dans ces modes guidés est donc d’autant plus 
faible que les profils de ces derniers sont décalés vers la lame et non vers le milieu où sont situées les dipôles. 
Cela va donc bien dans le sens du calcul réalisé dans le paragraphe précédent à l’aide de la densité de puissance 
émise par les dipôles. 
Calculons, à présent, le recouvrement entre ces profils et les champs évanescents émis par les dipôles et ce 
suivant l’altitude de ces derniers par rapport au composant. 
 
Figure 2.41. Fraction de l’énergie émise par les dipôles situés à une altitude zµ du composant dans les 
différents modes guidés supportés par la structure développée par Gachet  Le graphique est en échelle semi-
logarithmique. 
Plusieurs remarques peuvent être faites à partir de cette figure : 
− on observe le caractère évanescent du couplage de l’énergie des dipôles dans les modes guidés (droite 
en échelle semi-logarithmique). Cela vient du fait que l’énergie émise dans ces modes est issue du 
couplage des champs évanescents des dipôles qui décroissent exponentiellement quand la distance 
surface-dipôles augmente, 
− très peu de signal est couplé dans les modes guidés de la structure. En effet, on trouve, pour une altitude 
de dipôle de 10 nm, que moins de 10-4 % de l’énergie des dipôles se retrouve couplée dans les modes 
guidés. Cette valeur, bien que supérieure à l’estimation faite précédemment, confirme que peu d’énergie 
se retrouve confinée dans les modes guidés par rapport à l’énergie couplée dans le substrat. 
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Très peu de fluorescence se retrouve donc couplée dans les modes guidés d’une telle structure par rapport à 
l’énergie couplée dans le substrat. Les remarques faites dans le paragraphe précédent restent donc valables. Ce 
système, du fait de l’excitation globale du composant, est limité par le signal de fond provenant du couplage de 
l’énergie des dipôles dans le substrat par rapport à la faible quantité de signal couplée dans les guides d’onde. 
Dans le cas de la structure utilisée par Seiler, deux modes, l’un TE0 et l’autre TM0 peuvent se propager dans la 
couche de Nitrure de Silicium. Pour le mode TE0, on calcule les profils et recouvrements avec les champs 
évanescents suivants du dipôle : 
Profil du champ magnétique du mode TE0 
 
Profil du champ magnétique du mode TM0 
 
 
Figure 2.42. Profil du mode TE0 supporté par la couche de Nitrure du composant développé par Seiler  et 
calcul de la fraction de l’énergie couplée dans ce mode en fonction de l’altitude des dipôles. 
On trouve à nouveau que très peu de signal des dipôles est couplé dans le mode guidé TE0 de la couche de 
Nitrure du composant développé par Seiler. En effet, on calcul qu’au maximum 10-6 % de l’énergie émise par le 
dipôle est couplé dans les modes guidés de la couche de Nitrure. Cette valeur, bien que supérieur à l’estimation 
réalisée précédemment, reste très faible. Les remarques précédentes sur la faible quantité de signal couplée dans 
les modes guidés par rapport à l’énergie couplée dans la couche de Silice sont donc confirmées par ce calcul. Ces 
calculs confirment ainsi l’intérêt d’exciter tour à tour chacun des plots biologiques d’une même puce afin de 
maximiser le contraste sur le signal spécifique parvenant au détecteur en bout de composant au lieu d’utiliser un 
ensemble de guides d’onde ne collectant qu’une très faible fraction du signal. 
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Toutefois, les calculs réalisés nous donnent seulement la valeur minimale de l’énergie couplée dans les modes 
guidés. En effet, nous avons fait l’hypothèse qu’il n’y a pas de dispersion des modes guidés autour de leur 
vecteur d’onde afin de simplifier notre modèle. Or une dispersion de ces modes autour de leur vecteur d’onde 
offre la possibilité à d’autres ondes planes du dipôle de se coupler dans le paquet de modes rayonnés constituant 
désormais les modes guidés, augmentant alors la quantité d’énergie totale pouvant être émise dans la couche 
mince. La prise en compte d’une telle dispersion ne peut cependant pas augmenter énormément la valeur du 
couplage calculée ici ce qui sera vérifié expérimentalement (voir § 3.3.4.4). 
2.5.5. Mise en place des modèles théoriques – Conclusion 
Grâce aux données de la littérature, nous avons mis au point trois modèles de calculs complémentaires en entre. 
Les travaux de Benisty et al. (Benisty 1998 a) nous ont tout d’abord, permis de développer une méthode de 
calcul afin de simuler les propriétés d’émission en champ lointain d’un dipôle situé dans une cavité asymétrique. 
Cela nous permettra d’étudier les propriétés spatiale et spectrale d’émission de sources OLED situées ou non à 
l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot afin d’en étudier les effets et, plus précisément, la possibilité d’améliorer la 
directivité et de réduire l’intervalle spectrale d’émission de ces sources. 
Toutefois, ce modèle ne nous permet pas de décrire précisément les phénomènes en champ proche responsables 
de la collecte de la fluorescence dans une lame de verre ainsi que le couplage dans les éventuels modes guidés 
supportés par le composant. Nous avons donc élargit un modèle développé en premier lieu par Ford et Weber 
(Ford 1984) afin de décrire les différentes voies de relaxation possibles, radiatives et non radiatives, pour un 
dipôle situé dans une cavité asymétrique. Cela nous permettra alors d’étudier les effets d’une couche minces de 
fort indice de réfraction sur la collecte de la fluorescence dans le composant. De plus, ce modèle nous a permis 
de montrer les avantages de la méthode de mesure développé au laboratoire vis-à-vis d’instruments similaires 
utilisant un ensemble de guide d’onde pour collecter le signal de fluorescence des plots biologiques.  
Les résultats inattendus de cette comparaison nous ont enfin amenés à développer un troisième modèle basé sur 
la théorie des modes couplé afin d’estimer la quantité d’énergie pouvant être collectée par des guides d’onde. 
Nous avons ainsi montré théoriquement que très peu de signal pouvait être couplé dans une couche mince de fort 
indice de réfraction située à la surface du composant ce qui nous a amené aux conclusions suivantes : 
− les systèmes développés par Seiler (Seiler 2006) et Gachet (Gachet 2004) permettent de collecter qu’une 
très faible quantité de signal spécifique des plots fluorescents par rapport à l’instrument développé au 
laboratoire, 
− la collecte dans le substrat de la fluorescence de l’ensemble des plots biologiques nuit fortement aux 
performances de ces instruments en détériorant le contraste du signal en bout de lame. 
La solution qui semble être la plus adaptée est donc de collecter le signal dans tout le substrat et de dissocier le 
signal des différents plots biologiques du composant en les excitants tours à tours ce qui correspond à la méthode 
de mesure utilisée au laboratoire. 
Toutefois, au vue des nombreuses réalisations utilisant des guides d’onde pour collecter le signal de fluorescence 
de plots biologiques, ces derniers résultats doivent faire l’objet d’une caractérisation expérimentale afin de 
confirmer les résultats théoriques. Cette étude sera menée au cours du chapitre 3. 
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En conclusion, ces différents modèles mis au point au cours de ce chapitre nous permettrons d’étudier à la fois 
les propriétés de sources OLED situées dans une cavité Fabry Pérot et les phénomènes de champ proche 
responsable de la collecte de la fluorescence dans notre instrument. Ces simulations, confirmées par des 
caractérisations expérimentales au cours du prochain chapitre, permettrons alors, dans le futur, de faciliter le 
dimensionnement de composants dans le but d’optimiser les performances de détection, de robustesse et de 
compacité de l’instrument développé au laboratoire. 
2.6. Conclusion 
Ce chapitre a été consacré à la mise en place de modèles théoriques permettant d’étudier les deux parties 
constituant mon travail de thèse : 
− la collecte du signal de fluorescence dans le composant de l‘instrument développé au laboratoire, 
− les propriétés d’émission de sources OLED situées ou non dans une cavité Fabry Pérot. 
L’analyse de ces deux problèmes nous a, tout d’abord, permis de définir une structure commune, les cavités 
asymétriques, permettant de modéliser à la fois les configurations : 
− d’un dipôle situé à l’interface d’un milieu massif  
− d’un dipôle situé dans une cavité Fabry Pérot. 
Une analyse qualitative des effets des propriétés d’émission de sources OLED sur les performances de 
l’instrument développé au laboratoire a, ensuite, permis de déterminer les besoins en filtrage et en directivité des 
sources d’excitation en vue de leur intégration dans le composant de l’instrument. Cette étude nous servira par la 
suite à déterminer si une cavité Fabry Pérot peut permettre de suffisamment modifier les propriétés d’émission 
des OLED pour leur intégration dans l’instrument. 
Enfin, trois modèles théoriques ont été développés à partir de données de la littérature afin de simuler l’ensemble 
des phénomènes d’émission d’un dipôle situé dans une cavité asymétrique. Cela nous a alors permis de montrer 
l’avantage de notre méthode de mesure vis-à-vis de systèmes similaire utilisant un ensemble de guides d’onde 
pour collecter le signal de fluorescence. Les résultats de cette étude feront l’objet d’une caractérisation 
expérimentale au cours du chapitre 3 afin d’en confirmer les conclusions. 
 
  
 
Chapitre 3. Etude expérimentale de 
l’instrument et modélisation
3.1. Introduction 
Ce chapitre est consacré à l’étude théorique et expérimentale de l’instrument présenté au paragraphe 1.9.1qui 
intègre les sources d’excitation dans le composant et utilise une couche mince de fort indice de réfraction pour 
optimiser la collecte et confiner le signal de fluorescence à sa surface. 
Pour rappel, cet instrument est représenté sur la figure suivante : 
 
Figure 3.1. Schéma de l’instrument dont on a étudié les performances possibles au cours du travail de 
thèse présenté dans ce mémoire. 
Afin de simplifier l’étude de cet instrument, nous avons dissocié les caractérisations des propriétés d’excitation 
des plots biologiques des propriétés de collecte du signal de fluorescence par le composant. 
Dans un premier temps, nous allons présenter les différents types de mesures que nous avons réalisé au cours de 
l’étude. Cela nous permettra de décrire brièvement les différents bancs de mesure qui ont été mis au point au 
cours du travail de thèse. 
Nous nous intéresserons ensuite aux propriétés de collecte du signal de fluorescence par le composant. Une étude 
des différents phénomènes du couplage en champ proche de l’émission d’un dipôle dans une lame de verre sera 
réalisée grâce à une série d’expériences et de simulations qui nous permettront de caractériser les effets d’une 
couche mince de fort indice de réfraction sur les performances de l’instrument développé au laboratoire. 
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Enfin, une étude théorique et expérimentale des propriétés d’émission de sources OLED situées ou non à 
l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot sera effectuée. Cela nous permettra de conclure sur les possibilités d’intégrer 
des sources d’excitation de type OLED directement dans le composant de l’instrument développé au laboratoire. 
3.2. Mise au point de bancs de mesures 
3.2.1. Etude des différentes mesures à réaliser 
Afin d’étudier les propriétés d’excitation et de collecte du signal de fluorescence par l’instrument présenté sur la 
Figure 3.1, plusieurs types de mesures ont été réalisées.  
Pour la collecte du signal de fluorescence par le composant, deux types de mesures ont été menées : 
− la caractérisation de l’efficacité de la collecte du signal de fluorescence suivant le type et la structure du 
composant utilisé, 
− la caractérisation de la répartition du signal à l’intérieur du composant et de son éventuel confinement à 
l’intérieur de la couche mince de fort indice de réfraction. 
Pour cela, deux bancs de mesures ont été montés, permettant, d’une part, d’étudier l’efficacité de collection du 
signal de fluorescence ("banc microscope") et, d’autre part, de caractériser la répartition du signal guidé dans le 
composant ("banc en champ proche"). 
Dans le cadre de l’étude des propriétés spectrale et spatiale d’émission d’une OLED un troisième banc de mesure 
a été développé. Ce banc a permis de caractériser à la fois les propriétés spectrale et spatiale d’émission des 
différentes OLED que nous avons fabriqué en collaboration avec un département du CEA Grenoble (le DIHS) et 
avec deux laboratoire de l’université Claude Bernard de Lyon 1 (le LPCML et le LPMCN). 
Une description rapide du principe de ces trois bancs de mesures va être effectuée dans les paragraphes suivants. 
Nous nous rapporterons à l’Annexe A pour une description plus détaillée de ces montages. 
3.2.2. Banc microscope 
Le but de ce banc de mesure est de pouvoir comparer l’efficacité de collection et de guidage du signal de plots 
fluorescents selon les caractéristiques du composant sur lequel ils sont situés. 
Pour cela, ce banc utilise deux voies de mesure : 
− une voie de référence liée à une mesure spécifique et maitrisée, 
− une voie de mesure en bout de composant, conformément au principe de détection de l’instrument 
développé au laboratoire. 
La voie de référence va permettre de normaliser les signaux en bout de lame suivant le niveau de fluorescence 
des plots excités et de comparer différentes structures de composants entre elles. 
Un microscope à épi-fluorescence, c'est-à-dire utilisant une voie d’excitation et de collection de la fluorescence 
perpendiculaire au substrat (voir Figure 3.2), a été choisi comme voie de référence. En effet, nous maitrisons 
parfaitement la chaine optique d’un tel instrument, et son utilisation en tant que scanner nous permet d’exciter 
tous les plots d’une puce indépendamment et avec une puissance d’excitation égale. De plus, la mesure de la 
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fluorescence perpendiculairement au substrat nous affranchit des problèmes de perte de signal suivant la position 
du plot sur le composant et de qualité de bord sur le guidage du signal en bout de lame (voir paragraphe 1.8.2). 
Cette mesure nous permet ainsi de corriger les différences de niveaux de fluorescence entre les plots et donc de 
pouvoir comparer l’efficacité de collection et de guidage de la fluorescence de différentes structures de 
composants. 
Ce banc de mesure, que nous nommerons "banc microscope", est représenté sur la Figure 3.2 et est composé : 
− d’un microscope à épi-fluorescence servant de voie d’excitation et de voie de mesure de référence, 
− d’un détecteur positionné en bout de composant selon le principe de mesure de l’instrument développé 
au laboratoire, 
− d’une platine de translations deux axes XY permettant d’exciter les différentes zones fluorescentes d’un 
même composant. 
 
Figure 3.2. Schéma du banc de mesure "microscope". Ce banc utilise un microscope à épi-fluorescence 
afin, d’une part, d’exciter les plots fluorescents présents sur la lame à tester et, d’autre part, d’obtenir une voie 
de référence pour normaliser les mesures effectuées en bout de lame. Une platine de translation deux axes (XY) 
permet de déplacer la lame sous le microscope pour exciter les différentes zones fluorescentes présentes sur la 
lame. 
3.2.3. Banc en champ proche 
Nous voulons utiliser une couche mince de fort indice de réfraction sur la surface de la lame afin de confiner le 
signal dans cette dernière et ainsi éviter les pertes de signal dans les structures des sources d’excitation intégrées 
dans la face opposée de la lame (voir Figure 3.1). Cependant, l’analyse réalisée au paragraphe 2.5.4 montre que 
très peu de signal est couplé dans une telle couche mince. Pour confirmer ce résultat théorique, nous avons donc 
monté un banc de mesure permettant de déterminer la répartition du signal dans la lame et ainsi connaître la 
quantité de signal pouvant être couplée dans une telle couche mince. 
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Ce banc de mesure utilise le même principe de voie de référence que le "banc microscope" décrit précédemment. 
Une fibre optique située à quelques micromètres de la face de sortie de la lame permet, quant à elle, la mesure en 
champ proche du signal en bout de composant. En translatant cette fibre selon la largeur de la tranche de la lame 
il est possible de déterminer le profil de la répartition du signal dans cette dernière. 
Une mesure en champ proche est utilisée car il est très difficile par un système d’imagerie situé loin de la lame 
de résoudre suffisamment des structures de très petite taille (de 100 à 400 nm pour les couches minces utilisées). 
Ce banc de mesure, que nous nommerons "banc microscope", est représenté sur la Figure 3.3 et est composé : 
− d’une voie de référence perpendiculaire au substrat réalisée à l’aide d’une caméra CCD et d’un objectif 
de caméra, 
− d’un spectromètre à fibre permettant la mesure en champ proche du signal en sortie de lame, 
− d’une platine de translations un axe permettant de scanner l’ensemble de la hauteur de la face de sortie 
de la lame. 
 
Figure 3.3. Schéma du banc "champ proche". Ce banc est constitué d’un laser comme source d’excitation, 
d’un système d’imagerie normal au substrat et d’un système de mesure en champ proche en sortie de lame 
résolue spectralement. 
3.2.4. Spectrogoniomètre 
Dans le cadre de l’étude des effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une OLED, un 
dernier banc a été mis au point au cours du travail de thèse. Ce banc a pour but de mesurer à la fois les propriétés 
spectrale et spatiale d’émission d’une OLED. 
Pour cela, l’échantillon à caractériser est placé sur l’axe d’une platine de rotation. Un bras déporté tournant 
autour de cet axe et sur lequel sont positionnés un objectif de collection et une fibre optique reliée à un 
spectromètre permet alors de mesurer le spectre ainsi que le diagramme d’émission de l’échantillon (voir Figure 
3.4). 
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Figure 3.4. Schéma de principe du banc de mesure "spectro-goniométrique" développé pour la 
caractérisation des effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une OLED. Ce banc composé 
d’un goniomètre et d’un spectromètre à fibre permet de caractériser à la fois les propriétés spectrale et spatiale 
d’émission des échantillons testés. 
Un système permettant d’exciter l’échantillon de manière constante a par ailleurs été réalisé. Nous n’avons 
cependant pas pu réaliser de comparaison de la puissance émise entre nos différents échantillons à cause de : 
− leurs structures différentes impliquant une excitation différente de leurs centres émetteurs, 
− leurs très faibles rendements lumineux, 
− leurs faibles durées de vie impliquant une dégradation  rapide et non contrôlé de leurs performances. 
3.3. Collecte du signal de fluorescence dans le composant 
Dans ce paragraphe, nous allons décrire les propriétés de collecte du signal fluorescent par le composant de 
l’instrument développé au laboratoire et étudier l’intérêt d’utiliser une couche mince de fort indice de réfraction 
sur la surface du composant. 
Dans un premier temps, nous allons regarder l’influence de l’orientation du dipôle sur la quantité de signal 
pouvant être couplée dans les modes de substrat de la lame. Puis, nous vérifierons, de manière théorique et 
expérimentale, que la quantité de signal pouvant être couplée dans la lame dépend fortement de l’altitude du 
dipôle. 
Une analyse de l’influence de l’indice de réfraction de la lame de verre sur la quantité de signal pouvant être 
couplée dans la lame et sur la dépendance de ce couplage avec l’altitude des dipôles sera ensuite réalisée. 
Cette étude nous amènera à la caractérisation théorique et expérimentale de composants possédant une couche 
mince de fort indice de réfraction sur leur surface. Nous montrerons alors qu’une telle couche mince permet 
d’améliorer le rapport signal sur bruit en bout de composant, mais pas de confiner le signal en surface de 
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composant. 
3.3.1. Influence de l’orientation du dipôle 
Etudions l’influence de l’orientation du dipôle sur la quantité de signal pouvant être couplée dans la lame de 
verre. Pour cela, nous considérons une lame de verre simple à l’interface de laquelle sont positionnées deux 
dipôles orientés perpendiculairement et parallèlement à cette dernière (voir Figure 3.5). 
(a) 
 
(b) 
Données utilisées pour réaliser les simulations : 
− λem = 580 nm, 
− n3 = 1,33 : indice de réfraction de l'eau, 
− n5 = 1,51 : indice de réfraction du verre. 
− Orientation du dipôle : 
− θµ// = 90°, 
− θµ┴ = 0°. 
− Distance dipôle – interface : zµ = 10 nm 
Figure 3.5. Schéma de principe (a) et données (b) des simulations réalisées pour deux dipôles à l'interface 
d’une lame de verre simple d’indice de réfraction 1,51. Deux orientations de dipôls sont considérées ici : 
parallèle à l’interface (µe//) et perpendiculaire à l’interface (µe┴). 
Le calcul du diagramme d’émission de ces dipôles à l’aide du modèle développé à partir des travaux de Benisty 
et al. donne : 
 
Figure 3.6. Diagrammes d’émission pour deux dipôles à l’interface entre de l’eau (milieu 3) et une lame 
de verre (milieu 5) pour deux orientations de dipôle (c’est en fait une coupe de l’indicatrice 3D selon un plan 
d’observation à azimut φ constant). On a également reporté les deux droites qui matérialisent l’angle critique θc 
de réflexion totale qui sépare l’émission sous-critique (c'est-à-dire pour des angles inférieurs à θc) de l’émission 
sur-critique (c'est-à-dire pour des angles d’émission supérieurs à θc) qui est guidé par réflexion totale dans la 
lame de verre. Les courbes d’émission dans le substrat ont été tronquées pour plus de visibilité. 
On note que : 
− l’orientation du dipôle joue un rôle prépondérant sur son diagramme d’émission à l’interface d’une lame 
de verre. Cela est particulièrement critique lorsque l’on désire effectuer des mesures normalement au 
zµ 
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µe//  
µe┴  
Milieu 3 
n3 = 1,33 
Milieu 5 
n5 = 1,51 
Perpendiculaire à l’interface 
Parallèle à l’interface 
θc 
Chapitre 3.  Etude expérimentale de l’instrument et modélisation 139 
 
 
substrat (par exemple à l’aide d’un microscope à épi-fluorescence ou d’un scanner). En effet, si le 
dipôle est perpendiculaire à l’interface, très peu de signal sera collecté normalement au substrat. Par 
contre, cela est moins critique pour l’instrument que nous avons mis au point, puisqu’une part non 
négligeable de la fluorescence est systématiquement couplée dans la zone sur-critique (et donc guidée 
dans la lame de verre) quelle que soit l’orientation du dipôle (voir Figure 3.7), 
− quelle que soit l’orientation du dipôle, la plus grande partie de son énergie est émise dans le substrat : 
entre 51 et 64 % de l’énergie est émise vers le substrat suivant l’orientation du dipôle (voir Figure 3.7). 
Ceci est d’autant plus vrai que le contraste d’indice de réfraction n5/n3 est grand (comme nous le verrons 
dans le paragraphe suivant). 
Si on intègre l’énergie émise par le dipôle dans les différents domaines d’émission définis au paragraphe 2.5.3.2, 
on trouve : 
 
Figure 3.7. Répartition de la fluorescence émise par un dipôle à l’interface d’une lame de verre suivant 
son orientation : parallèle (figure de gauche) ou perpendiculaire (figure de droite) au substrat. 
L’orientation du dipôle joue donc un rôle important sur la quantité d’énergie pouvant être couplée dans la lame 
de verre : un dipôle perpendiculaire à la surface verra une part bien plus importante de son énergie couplée dans 
la lame qu’un dipôle parallèle à la surface. 
A partir de ces deux orientations de dipôles il est par ailleurs possible de modéliser l’émission d’un ensemble de 
dipôles orientés de façon isotrope. En effet, il est communément admis qu’un ensemble de dipôles orientés de 
façon isotrope dans l’espace peut être modélisé par un ensemble de dipôles dont un tiers sont orientés 
perpendiculairement à l’interface et deux tiers parallèlement à l’interface. Cela se justifie par le fait que tout 
dipôle peut être décomposé suivant une composante normale à l’interface et deux composantes parallèles à 
l’interface. La symétrie de révolution de notre système selon l’axe (Oz) fait que les contributions des deux 
composantes parallèles à l’interface sont identiques.  
Le diagramme d’émission d’un ensemble de dipôles orientés de façon isotrope est : 
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Figure 3.8. Diagramme d’émission pour un ensemble de dipôles orientés aléatoirement par rapport à 
l’interface (c’est une coupe du diagramme d’émission 3D selon un plan d’observation à azimut φ constant). On 
a également reporté les deux droites qui matérialisent l’angle critique θc de réflexion totale. 
On remarque à nouveau qu’une part importante de la fluorescence est émise dans le substrat : environ 34 % de la 
fluorescence est émise dans la zone sur-critique et est donc guidée dans la lame de verre, ce qui correspond à la 
valeur avancée par Rucksthul et al. pour des conditions identiques (Ruckstuhl 2000). 
L’instrument développé au laboratoire, à son stade actuel, permet donc de collecter dans son support environ 
30 % du signal des fluorophores situés à la surface de la lame de verre. Seule une fraction de ce signal est ensuite 
guidée jusqu'au détecteur par réflexion totale sur les bords de la lame. Si l’on considère, en première 
approximation, que seule l’énergie émise dans le cône de réflexion totale orienté vers le détecteur peut être 
détectée, alors le système permet de collecter la fraction suivante de signal émis par les plots biologiques : 
%7
2
2%30
'
≈⋅
pi
θ c
 
Eq. 3.1.  
où θ’c représente l’angle limite de réflexion totale sur les bords de la lame (θ’c = asin(next/n5) avec next = 1). 
Pour comparaison les systèmes de détection réalisés à l’aide d’un objectif de microscope perpendiculaire au 
substrat qui sont classiquement utilisés en laboratoire, ne détectent que 4 % de la fluorescence des plots 
biologiques à l’aide d’un objectif ouvert à 0,5. La configuration de instrument développé au laboratoire permet 
donc de collecter une part plus importante de la fluorescence que les systèmes de laboratoire basés sur une 
détection perpendiculaire au substrat, ce qui doit nous permettre d’atteindre au moins les mêmes performances 
que ces systèmes. 
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3.3.2. Influence de l’altitude du dipôle 
3.3.2.1. Simulations 
Elles sont de deux natures : 
− le nombre et la position des lobes d’interférence vont dépendre de l’altitude des dipôles, 
− la quantité d’énergie couplée dans la zone sur-critique par des phénomènes de champ proche va 
dépendre de l’altitude zµ du dipôle. Cette propriété permet de limiter la contribution de la fluorescence 
du volume de l’échantillon par rapport au signal de surface spécifique de la détection de cibles. 
Sur la Figure 3.9 (a), nous observons en effet une baisse importante de la part de la fluorescence qui est couplée 
dans le substrat pour des angles supérieurs à l’angle limite de réflexion totale θc. On retrouve cette baisse de 
couplage sur la Figure 3.9 (b) représentant le spectre de puissance émise par le dipôle. En effet, l’énergie couplée 
dans les modes sur-critiques correspond à l’énergie dissipée pour n3/ n3 < u < n5/ n3, c'est-à-dire 1 < u < 1,135. 
On observe donc bien une diminution de cette quantité d’énergie avec l’altitude du dipôle et on calcule que le 
couplage dans les modes sur-critiques devient négligeable pour des altitudes de dipôles supérieures à λem/2. 
(a) 
 
(b) 
 
Figure 3.9. Diagramme d’émission (a) et spectre de puissance (b) pour quatre altitudes différentes de 
dipôle situé sur une interface eau/verre (cas d’un ensemble de dipôles orientés aléatoirement). On a reporté sur 
la figure (a) les deux droites qui matérialisent l’angle limite θc de réflexion totale entre les milieux 3 et 5. 
On remarque, par ailleurs, la présence de différents lobes d’émission dans le milieu 3 suivant l’altitude zµ du 
dipôle. Ces lobes proviennent, en effet, des interférences entre le champ direct émis par le dipôle et le champ 
réfléchi sur l’interface qui varient suivant la position du dipôle par rapport à la lame de verre. 
Cette forte dépendance du couplage de l’émission des dipôles dans la lame de verre avec leur altitude est une 
caractéristique importante de notre instrument. Cela permet de discriminer le signal de volume du signal de 
surface, c'est-à-dire de limiter le couplage dans la lame des signaux d’offset provenant de l’autofluorescence de 
l’échantillon. De plus, cela permet de détecter les fluorophores uniquement lorsqu’ils sont proches de la surface 
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de réaction, ce qui améliore la spécificité de nos mesures par rapport à des systèmes collectant l’ensemble de la 
fluorescence du volume (autofluorescence et fluorophores non spécifiques). 
3.3.2.2. Caractérisations expérimentales 
Cette dépendance de la quantité d’énergie couplée dans la lame suivant l’altitude du dipôle peut être illustrée 
grâce au signal collecté par un plot témoin lors d’une expérience d’hybridation de brins ADN sur l’instrument 
développé au laboratoire. 
Matériel et méthode 
Nous disposons sur une simple lame de verre quatre plots biologiques selon le plan de dépôt suivant : 
 
Figure 3.10. Schéma du plan de dépôt des plots biologiques disposés sur le composant de l’instrument 
quatre plots développé au laboratoire. Afin de réaliser des plots biologiques de grandes tailles nous déposons 
des matrices de 6 x 6 plots avec un entre axe de 250 µm entre chaque plot. Les plots biologiques ainsi obtenus 
ont une dimension de 1,4 x 1,4 mm². En bleue est représenté le sens de circulation de l’échantillon au dessus des 
différentes zones sensibles. 
La fonctionnalisation de la surface de la lame a été réalisée suivant le protocole décrit par Schultz et al. (Schultz 
2007) qui consiste en quatre principales étapes : 
−  lavage de la surface de la lame, 
− silanisation de la surface de la lame afin de permettre le greffage des brins d’ADN par des liaisons 
covalentes, 
− activation des zones sensibles de la lame, c'est-à-dire des plots 1, 2, 3 et 4, 
− désactivation des fonctions silanes présentes hors des zones sensibles. 
L’activation des zones sensibles est réalisée en déposant à l’aide d’un robot de "spotting" une matrice de 6 x 6 
gouttes de 636 pL de solution contenant les sondes de captures afin de réaliser des plots de 1,4 x 1,4 mm². Les 
sondes de captures sont des oligomères (simple brin d’ADN) complémentaires des brins d’ADN cibles qui seront 
présents dans l’échantillon. Seule une des zones sensibles, le plot 1, est fonctionnalisée à l’aide d’une solution 
d’oligomères non complémentaires afin de créer une zone de référence ne réagissant pas avec les brins cibles et 
permettant de suivre les éventuelles variations de l’instrument ainsi que le couplage de la fluorescence du 
volume de l’échantillon. La concentration en sondes de capture des solutions déposées sur la lame est de 1 µM 
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aussi bien pour les brins complémentaires (plot 2, 3, et 4) que pour les brins non complémentaires (plot 1). 
Enfin, les solutions utilisées comme tampon et échantillon d’hybridation sont les suivantes : 
− le tampon est une solution SSC 0,2x de chez Sigma ayant un pH de 7 et contenant 0,003 M de sels 
(NaCl), 
− l’échantillon d’hybridation est une solution H7140 2x de chez Sigma contenant 10 nM de brins 
d’ADN complémentaires des sondes de captures déposées sur les zones sensibles, 200 µg/mL de brins 
d’ADN non complémentaires et 1,65 M de sels. Les brins d’ADN non complémentaires contenus dans 
cette solution servent à bloquer les sites d’accroche encore présents sur la lame afin de minimiser les 
adsorptions non spécifiques des brins cibles sur la lame. Enfin, les brins d’ADN complémentaires sont 
marqués par des fluorophores organiques Cy3 dont le spectre d’émission est donné sur la Figure 1.31. 
Le déroulement de l’expérience que nous avons réalisée sur la lame simple est le suivant : 
i. circulation de la solution tampon SSC 0,2x pendant 50 min afin d’attendre la stabilisation du dispositif 
expérimental (diodes d’excitation, photomultiplicateur, température, …), 
ii. circulation de la solution d’hybridation contenant 10 nM de brins d’ADN cibles pendant 200 min, 
iii. circulation de la solution tampon de SSC 0,2x pendant 400 min afin d’observer la dissociation des brins 
ADN cibles hybridés sur les différentes zones sensibles. 
Résultats expérimentaux 
Le signal de fluorescence obtenu en sortie de la lame simple lors de cette expérience est le suivant (nous avons 
volontairement omis de tracer le signal du plot 2 car des problèmes de stabilité de la source d’excitation qui lui 
est associée ont provoqué de fortes variations qui ne nous intéressent pas ici) : 
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Figure 3.11. Signal de fluorescence en sortie de la lame simple pendant l’expérience d’association 
ADN/ADN. Le signal issu du plot 2 n’est pas représenté ici à cause de variations trop importantes du signal de 
la source d’excitation associée entraînant de fortes variations du signal en sortie de lame. Ces courbes ont été 
corrigées du signal d’offset ambiant afin de représenter uniquement le signal de fluorescence spécifique collecté 
au niveau de chacune des zones sensibles. 
Cette expérience illustre bien le couplage du signal de fluorescence dans la lame de verre ainsi que la 
discrimination du signal de volume du fait que ce couplage est une interaction en champ proche. 
En effet, on observe sur les courbes des plots 3 et 4 l’hybridation des brins complémentaire contenus dans 
l’échantillon avec les sondes de captures de ces plots. Les brins hybridés étant proches de la surface de la lame, 
une partie importante de leur signal se retrouve couplée dans cette dernière, augmentant fortement le signal de 
ces plots. L’évolution de ce signal suit la loi de Langmuir (Schultz 2007) qui définit, à partir des constantes 
d’association et de dissociation des différentes espèces, les caractéristiques de l’association des cibles et sondes 
entre elles. Par contre, on n’observe pas la même évolution de signal sur le plot témoin (plot 1). On remarque 
uniquement une faible augmentation de signal lors de la circulation sur la lame de la solution d’hybridation 
contenant les brins complémentaires fluorescents. Cette augmentation provient du couplage bien plus faible de la 
fluorescence de volume issue des brins complémentaires.  
On observe donc bien la dépendance en z du couplage de la fluorescence dans la lame puisque seuls les brins 
hybridés sur la surface de la lame contribuent de manière significative au signal détecté en bout de composant 
alors que le signal de volume crée seulement un faible signal en sortie de lame pour chacun des plots 
biologiques. 
Enfin, lorsque l’on refait circuler le tampon sur les plots biologiques dont la concentration en sels favorise la 
dénaturation des doubles brins ADN, on observe la dissociation des brins ADN cibles des plots de capture qui se 
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traduit par une baisse du signal de fluorescence de ces plots (plots 3 et 4). Sur le plot témoin, on mesure aussi 
une baisse du signal qui provient du fait que la solution tampon ne contient pas de cibles fluorescentes. 
Remarque : les variations de signal et de cinétique de dissociation entre les plots 3 et 4 sont dues à des 
variations du signal d’excitation, au phénomène de vignetage (voir § 1.8.2), et aux erreurs intrinsèques de la 
chimie de greffage faisant varier la densité de sondes de capture entre les différents plots. 
3.3.3. Influence de l’indice de réfraction de la lame de verre 
Regardons, à présent, l’influence de l’indice de réfraction de la lame de verre sur le couplage en champ proche 
de l’émission d’un ensemble de dipôles orienté de façon isotrope. Pour cela, nous considérons deux types de 
lame de verre : 
− une lame de verre d’indice de réfraction 1,51 qui est l’indice de réfraction du verre BK7 
classiquement utilisé pour les lames de microscope, 
− une lame de verre d’indice de réfraction  1,8 qui est l’indice de réfraction du verre SF11 (Schott). 
Les diagrammes d’émission pour un ensemble de dipôles orientés de façon isotrope et situés à 10 nm de ces 
lames de verre sont : 
 
Figure 3.12. Diagramme d’émission d’un ensemble de dipôle orientés de façon isotrope et situés à une 
altitude de 10 nm par rapport à une lame de verre d’indice de réfraction 1,8 (en rouge) et 1,51 (en bleu). On a 
également reporté les deux droites qui matérialisent les angles limites de réflexion totale θc entre les milieux 3 et 
5 et qui séparent l’émission sous-critique (pour des angles inférieur à θc) de l’émission sur-critique (pour des 
angles supérieur à θc). 
On observe une modification du diagramme d’émission des dipôles suivant l’indice de la lame de verre sur 
laquelle ils sont positionnés. 
De plus, si on compare la quantité d’énergie couplée dans les différents domaines d’émission du dipôle on 
trouve : 
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Figure 3.13. Répartition de l’énergie émise par un ensemble de dipôles orientés aléatoirement à l’interface 
(zµ = 10 nm) d’une lame de verre d’indice de réfraction n5 = 1,51 ou n5 = 1,8. 
On en déduit que plus l’indice de réfraction de la lame de verre est important et plus cette dernière va collecter 
une part importante de l’énergie émise par le dipôle dans sa zone sur-critique. 
En effet, lorsque l’on décompose en ondes planes l’émission du dipôle, les modes émis dans la zone sur-critique 
ont leurs composantes radiales comprises entre la valeur du vecteur d’onde dans le milieu 3 (milieu extérieur) et 
celle dans le milieu 5 (lame de verre). En augmentant l’indice de réfraction de la lame de verre on augmente la 
valeur du vecteur d’onde dans le milieu 5 (la valeur du vecteur d’onde dans un milieu d’indice de réfraction n est 
λpi2nk = ). On augmente alors l’intervalle des ondes qui sont propagatives dans le milieu 5 et évanescentes 
dans le milieu 3 (ondes pour lesquelles k3 < kr < k5, c'est-à-dire 1 < u < n3/n5). Les dipôles ont alors plus de 
possibilités de se dé-exciter dans ces modes, c'est-à-dire dans la zone sur-critique de la lame de verre. 
En conclusion, plus l’écart d’indice de réfraction entre le milieu extérieur et la lame de verre est 
important et plus il sera possible de collecter une part importante de la fluorescence des dipôles dans la 
lame de verre. 
Discrimination du signal de volume du signal de surface 
Regardons l’effet du contraste d’indice de réfraction entre le milieu extérieur et la lame de verre sur le couplage 
de la fluorescence en fonction de l’altitude du dipôle. Pour cela, nous calculons le spectre d’énergie dissipée 
dP/du(u) d’un ensemble de dipôles orientés aléatoirement à l’interface d’une lame de verre d’indice de réfraction 
n5 égal à 1,5 ou 1,8 pour différentes altitudes de dipôles. L’intégration de dP/du(u) sur les différents domaines 
d’émission possibles des dipôles permet alors de déterminer la répartition de l’énergie émise par les dipôles. 
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Figure 3.14. Calcul de la puissance émise dans le domaine sur-critique et dans les modes propagatifs dans 
le milieu extérieur (milieu 3) en fonction de l’altitude du dipôle et de l’indice de réfraction de la lame de verre. 
Le dipôle émet à 580 nm. 
On remarque que : 
− l’énergie émise dans les modes propagatifs dans le milieu extérieur (modes pour lesquels 0 ≤ kr ≤ k1) 
dépend très peu de l’indice de réfraction de la lame de verre. On remarque, néanmoins, que cette 
énergie oscille en fonction de l’altitude du dipôle. Ces oscillations sont dues aux interférences entre le 
champ émis directement par le dipôle et celui réfléchi par la lame de verre (Drexhage 1974). Enfin, on 
observe une baisse de l’énergie émise dans les modes propagatifs pour de faibles altitudes du dipôle. En 
effet, pour les faibles distances dipôle – lame de verre, les interactions champ proche entre les dipôles et 
la lame de verre deviennent importantes, ce qui entraîne un couplage de l’énergie des dipôles dans la 
lame au détriment d’une émission dans les modes propagatifs, 
− le couplage de la fluorescence dans la lame de verre est fortement dépendant de l’altitude zµ des dipôles 
par rapport à l’interface. Pour de faibles altitudes, jusqu'à 46 % de l’émission des dipôles est couplée 
dans une lame d’indice de réfraction 1,8 mais cela diminue de plus de 90 % pour des altitudes 
supérieures à 200 nm, 
− la discrimination du signal de volume vis-à-vis du signal de surface est meilleure dans le cas de la lame 
de plus fort indice de réfraction. Augmenter le contraste d’indice entre le milieu extérieur et la lame de 
verre revient donc à réduire le volume de mesure et donc la contribution des signaux de volume. 
L’utilisation d’une lame de fort indice doit donc permettre : 
− d’augmenter le signal collecté dans la lame, 
− d’augmenter la dépendance du couplage de la fluorescence dans la lame de verre suivant 
l’altitude zµ du dipôle, c'est-à-dire de diminuer la contribution des signaux non spécifiques du 
volume de l’échantillon et donc le bruit sur les mesures. 
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Ainsi, la diminution du bruit et l’augmentation du signal spécifique doit permettre d’améliorer significativement 
le rapport signal sur bruit des mesures et donc la sensibilité du système. 
L’utilisation de lames de verre ayant un fort indice de réfraction pose cependant plusieurs problèmes : celui de 
l’approvisionnement des lames et celui de leur coût par rapport à l’utilisation de verres classiques d’indice de 
réfraction de l’ordre de 1,5. La solution que nous avons choisie est alors d’augmenter le contraste d’indice à la 
surface de la lame grâce au dépôt d’une couche mince de fort indice de réfraction.  
3.3.4. Effet d’une couche mince de fort indice de réfraction 
Le but de ce paragraphe est d’étudier l’intérêt de déposer à la surface des composants utilisés dans l’instrument 
développé au laboratoire une couche mince de fort indice de réfraction afin : 
− d’en améliorer les performances de collecte du signal de fluorescence, 
− de réduire le volume de mesure et donc améliorer la spécificité de mesure, 
− de limiter les interactions du signal couplé dans le composant avec les structures de sources intégrées 
sur la face opposée de la lame. 
Dans un premier temps, les différents types de lame que nous avons eu l’occasion de tester seront présentés. 
Nous décrirons ensuite les différentes analyses expérimentales ainsi que les simulations que nous avons 
effectuées afin de caractériser les performances de ces lames dans l’instrument développé au laboratoire. 
3.3.4.1. Description des composants testés 
Bien que le dépôt d’une couche mince de fort indice de réfraction à la surface de la lame de verre doive 
permettre d’améliorer les performances de l’instrument développé au laboratoire, ces mêmes couches minces 
peuvent aussi poser des problèmes : 
− les interactions entre le signal guidé dans la couche et la surface de la lame (chimie de greffage, autres 
plots biologiques, chambre fluidique, support mécaniques, …) peuvent entraîner des pertes de signal. 
Pour contourner ce problème, Seiler (Seiler 2006) dépose sur ces guides une couche supplémentaire 
afin de les isoler et donc de limiter les interactions entre le signal guidé et les éléments présents à la 
surface de la lame. Cependant, nous montrerons par la suite que ces pertes ont peu d’influence sur la 
mesure car la fraction d’énergie couplée dans la couche est faible, 
− la modification des propriétés chimiques de la surface de la lame par l’ajout d’une couche mince peut 
entraîner des modifications de la chimie de greffage des molécules biologiques sur la lame de verre. On 
note ici que des travaux antérieurs réalisés au CEA ont permis de développer une chimie de greffage 
adaptée au Nitrure ce qui nous permet de minimiser ce problème dans notre cas pour l’utilisation de 
couches minces en Nitrure de Silicium, 
− la modification des propriétés chimiques de la surface peut faire varier les propriétés du transfert 
d’énergie (FRET) utilisé dans notre protocole (voir § 1.6.2.3). En effet, il a déjà été observé que les 
propriétés de FRET changent si la réaction est réalisée en milieu homogène ou sur un support solide, ce 
qui est notre cas (Neuburger 2006). L’ajout d’une couche mince peut donc modifier les performances de 
notre dosage en fonction de son effet sur ce transfert d’énergie. Ce phénomène n’a pour l’instant pas été 
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observé par notre équipe et reste une hypothèse. 
Nous avons donc choisi de tester deux types de couches minces de faible et fort écart d’indice de réfraction afin 
d’étudier à la fois l’augmentation du couplage de la fluorescence dans la lame et son éventuel confinement dans 
la couche mince. Par ailleurs, ces deux types de couches minces nous ont permis d’identifier et de tester deux 
technologies différentes de réalisation, technologies dont les coûts de production en série peuvent être très 
différents et qui modifient plus ou moins les propriétés chimiques de surface de la lame. 
Ces deux types de couches minces sont : 
− une couche mince réalisée par une technique d’échange d’ions, 
− Une couche mince en Nitrure de Silicium (Si3N4). 
Couche mince réalisée par échange d’ions 
La technique d’échange d’ions utilisée pour créer une couche de plus fort indice de réfraction sur la surface d’un 
substrat en verre consiste à faire tremper le substrat en verre dans une solution de sels fondus. Un échange entre 
certains ions contenus dans le substrat en verre et des ions présents dans la solution de sels fondus va alors avoir 
lieu, entraînant de légères modifications des propriétés physiques et chimiques de la surface du substrat. Ces 
modifications se caractérisent généralement par un changement de l’indice de réfraction à la surface du substrat 
en fonction du type et de la quantité d’ions échangés. Cette technique est relativement simple à mettre en œuvre 
et peut être appliquée sur de grandes surfaces. 
L’échange d’ions qui a été utilisé pour réaliser les composants que nous avons testés est l’échange des ions Na+ 
présent dans la lame avec des ions K+ présent dans la solution de sels fondus. La variation d’indice de réfraction  
est, dans ce cas, essentiellement due aux contraintes crées dans le verre par l’ion K+ plus gros que l’ion Na+. La 
variation d’indice de réfraction créée par ce type d’échange est de l’ordre de 10-2. 
Une première lame a été réalisée par cette méthode et son profil d’indice de réfraction caractérisé par une 
technique de M-Lines : 
 
Figure 3.15. Profil de l’indice de réfraction à la surface de la lame de verre sur laquelle un échange d’ions 
Na+/K+ a été réalisé pendant 2 heures à 430°C. Profil réalisé à l’IMEP par A Moulin et A. Morand par une 
technique de M-Lines à l’aide d’un laser HeNe à 632,8 nm. 
A l’aide de ce profil, le coefficient d’interdiffusion D des ions dans la lame de verre a pu être déterminé afin de 
définir différents temps d’échanges t pour la réalisation de plusieurs profondeurs de guide. Ces couches minces 
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étant caractérisées par un gradient d’indice de réfraction (décroissant avec la profondeur), la profondeur effective 
de ces couches est défini par : Dtx 2=
.
 
Trois guides ont alors été réalisés à l’IMEP par A. Morand et A. Moulin de différentes profondeurs : 
Profondeur 
(en µm) Temps d'échange 
5 1h 10 min 
10 4h 40 min 
20 18h 40 min 
Table 3.1 Profondeur des trois guides réalisés par échanges d’ions à l’IMEP par A. Morand et A. 
Moulin. 
En résumé cette technique de réalisation de couche mince permet d’obtenir des guides qui : 
− présentent un faible écart d’indice de réfraction avec la lame de verre (de l’ordre de 10-3 à 10-2) et qui 
donc confinent peu le signal en surface de lame, 
− utilisent un procédé de fabrication relativement simple et peu coûteux, et qui peut être utilisé sur de très 
grandes surfaces, 
− modifient très peu les caractéristiques chimiques de la lame de verre et donc la chimie de greffage des 
molécules biologiques sur la lame. 
Couche mince en Nitrure de Silicium 
La méthode de réalisation des couches de Nitrure de Silicium est, quant à elle, une méthode de dépôt sous vide. 
De façon succincte, cette méthode consiste à faire évaporer le matériau que l’on veut déposer dans une enceinte 
sous vide puis à le faire se condenser sur le substrat voulu. 
Il existe deux principales méthodes de dépôt sous vide de couches minces : 
− par pulvérisation cathodique : cette méthode consiste à bombarder une électrode à l’aide d’un faisceau 
d’ions. Ce bombardement provoque l’éjection d’atomes du matériau constituant la cathode (pour nous, 
du Nitrure de Silicium) qui peuvent ensuite se condenser sur un substrat situé en regard de la cathode, 
− par évaporation thermique : cette méthode consiste à faire évaporer, dans une enceinte sous vide, le 
matériau à déposer par un procédé thermique, puis à le faire se condenser sur un substrat froid placé 
en regard du creuset dans lequel se fait l’évaporation du matériau. 
Généralement, un substrat de référence constitué par une balance à quartz est placé à proximité du substrat de 
travail et permet de contrôler la quantité de matériau déposée et donc l’épaisseur de la couche créée. De 
nombreux paramètres peuvent influencer la qualité et les caractéristiques optiques (épaisseurs, indice de 
réfraction) de la couche créée : la qualité du vide, la vitesse d’évaporation des molécules, la température, … 
Toutefois, les couches de Nitrure de Silicium créées par ces techniques présentent généralement de forts 
coefficients d’absorption aux longueurs d’onde optique, une méthode par CVD permettant de fortement réduire 
ces absorptions a donc été utilisée pour réaliser les échantillons que nous avons testés. 
Les couches minces en Nitrure de Silicium ainsi créées  
− présentent un fort écart d’indice de réfraction avec la lame de verre (de l’ordre de 0,6), 
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− peuvent entraîner un confinement plus important de la fluorescence à la surface de la lame, 
− utilisent un procédé de fabrication par évaporation sous vide plus complexe à réaliser qu’une technique 
d’échange d’ions, 
− entraînent une modification de la chimie de la surface de la lame et donc de la chimie de greffage des 
molécules. Cela peut cependant être corrigé, comme l’ont montré des travaux internes au CEA 
Grenoble. 
Trois différentes couches en Nitrure de Silicium ont été réalisées au CEA Grenoble par P. Pouteau et A. 
Bellemin-Comte par évaporation thermique et leurs propriétés optiques ont été caractérisées par éllipsométrie par 
le laboratoire DOPT/SIONA du CEA Grenoble. En effet, de nombreux paramètres peuvent modifier les 
propriétés optiques de ces couches (température, humidité, …) c’est pourquoi une caractérisation de ces 
propriétés a été réalisée : 
Epaisseur de la couche de 
Nitrure (en nm) 
Indice de réfraction de la 
couche de Nitrure 
65 1,95 
200 2,2 
377 1,95 
Table 3.2 Epaisseurs et indices de réfraction (à la longueur d’onde 580 nm) des trois couches minces de 
Nitrure de Silicium testées. Ces épaisseurs et indices de réfraction ont été caractérisés par ellipsométrie au 
laboratoire DOPT/SIONA du CEA Grenoble par S. Garcia. 
3.3.4.2. Collecte du signal de fluorescence dans le composant – analyse théorique 
Nous allons à présent étudier l’effet de ces couches minces sur la collecte du signal de fluorescence dans la lame 
de verre. L’étude particulière du confinement de ce signal dans ces couches minces sera réalisée dans un 
prochain paragraphe. 
Calcul de la densité de puissance émise 
Afin d’étudier la collecte du signal de fluorescence par ces composants, calculons la densité de puissance émise 
par un ensemble de dipôles orientés de manière isotrope dans l’espace et situé à zµ = 0 nm de la surface de ces 
lames. 
Les lames réalisées par un échange d’ions sont modélisées en tenant compte du gradient d’indice créé lors de 
l’échange ionique. Pour cela, on considère un empilement de couches minces d’épaisseurs de 1 µm et dont 
l’indice de réfraction varie de la manière suivante : 
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Figure 3.16. Profils des gradients d’indice de réfraction créés par l’échange d’ions K+/Na+ suivant les 
temps d’échange effectués. L’indice de la lame de verre utilisé pour l’échange ionique est de 1,508. Le 
quadrillage vertical représente les n couches minces de 1 µm d’épaisseur utilisées pour discrétiser ces gradients 
afin de les simuler dans nos codes de calcul. La valeur de l’indice de réfraction de chaque couche i est, quant à 
lui, définie comme étant la valeur du profil à la profondeur i en µm. 
L’indice de réfraction des lames utilisées pour réaliser ces échanges d’ions est de 1,508. 
Dans le cas des lames possédant une couche mince de Nitrure de Silicium, nous considérons, dans un premier 
temps, un indice de réfraction constant de 2,2 et les épaisseurs données dans la table 3.2. L’indice de réfraction 
du verre sur lequel sont déposées ces couches minces est de 1,51. 
 
Figure 3.17. Schéma des structures que l’on a simulé pour l’étude théorique des effets d’une couche mince 
sur le couplage de la fluorescence dans la lame de verre. 
Enfin, nous considérons que les dipôles sont situés dans un milieu aqueux d’indice de réfraction de n3 = 1,33. 
Le calcul du spectre de puissance dissipée par les dipôles sur ces différentes lames donne : 
n3 = 1,33 
n4 = 2,2 ; e4 = 65 ou 200 nm 
Lame de verre 
n5 = 1,51 
n3 = 1,33 
Lame de verre 
n5 = 1,51 
Empilement 
définit sur la 
Figure 3.16 
Avec couche de Nitrure de 
Silicium 
Avec couche réalisée par échange d’ions 
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Figure 3.18. Calcul des spectres d’énergie dissipée par un ensemble de dipôles orientés de façon isotrope et 
situés à une altitude de 0 nm de a : une lame de verre d’indice de réfraction 1,508 possédant une couche mince 
créée par échange d’ions de 5, 10 ou 20 µm de profondeur (suivant le profil représenté sur la Figure 3.16) ou 
b : une lame de verre possédant une couche de Nitrure de Silicium de 65 ou 200 nm d’épaisseur à sa surface. 
Les courbes rouges sur ces deux graphiques représentent la densité d’énergie dissipée par ces mêmes dipôles 
situé à l’interface d’une lame de verre standard de microscope d’indice de réfraction 1,51 et utilisée 
actuellement dans le prototype que développé au laboratoire. La courbe b a été tronquée en hauteur par souci 
de lisibilité de la figure. 
Tout d’abord, on remarque qu’une couche mince créée par échange d’ions modifie très faiblement la répartition 
de l’énergie dissipée par les dipôles par rapport à une lame simple. Par contre, une couche de Nitrure modifie 
Spectre d’énergie dissipée par des dipôles à l’interface de lames 
possédant une couche de Nitrure de Silicium 
Spectre d’énergie dissipée par des dipôles à l’interface de lames 
possédant une couche mince créée par échange d’ions 
ZOOM 
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fortement cette répartition d’énergie. Cela est dû à la plus forte différence d’indice de réfraction induite par les 
couches de Nitrure par rapport aux couches créées par échanges d’ions. 
Par ailleurs, on observe sur ces spectres de puissance dissipée la présence de résonances lorsque la lame de verre 
possède une couche mince à sa surface. On compte ainsi 4 à 5 résonances dans le cas des couches créées par 
échange d’ions et 1 résonance pour les couches de Nitrure. Ces résonances sont représentées sur la Figure 3.18 
par des oscillations de la fonction dP/du(u) sur le domaine des modes de substrat (1 ≤ u ≤ n5/n3). Ces résonances, 
qui sont aussi appelées "modes à fuites" correspondent en fait à des modes, c'est-à-dire ici à des directions 
d’émission dans la lame, qui entrent en quasi-résonance dans la couche mince mais dont une partie de l’énergie 
fuit dans la lame de verre (voir Figure 3.19). Si on considère que la couche mince entourée des milieux 1 et 3 
forme une cavité Fabry Pérot dont un de ces miroirs est parfait (interface entre les milieux 1 et 2 car l’onde est 
piégée par réflexion totale à l’intérieur de la lame de verre) et l’autre semi réfléchissant, ces résonances 
correspondent alors aux modes de la cavité. Suivant leur direction, les modes émis par le dipôle vont être 
favorisés ou annihilés. Cela est plus particulièrement visible sur la couche de Nitrure où la différence d’indice de 
réfraction est plus importante entre les milieux 2 et 3 entraînant des résonances plus fortes de la cavité que pour 
les couches minces créées par échange d’ions. Enfin, on note que le nombre de modes à fuites est directement lié 
à l’épaisseur de la couche mince, c'est-à-dire de la cavité Fabry Pérot ainsi crée. En effet, le nombre de modes 
d’une cavité Fabry Pérot dépend de son épaisseur : plus cette cavité est épaisse et plus un nombre important de 
modes sont favorisés (voir § 3.4.3.3). 
 
Figure 3.19. Illustration des modes à fuites dans le cas de l’émission d’un dipôle à l’interface d’une lame de 
verre (milieu 3) sur laquelle est déposée une couche de fort indice de réfraction ( milieu 2). Les modes à fuites 
sont des modes en quasi résonance dans la couche mince mais dont une partie de l’énergie fuit dans la lame de 
verre. 
Ce sont ces résonances qui vont permettre d’améliorer ou non le couplage du signal des dipôles dans la lame. 
Les résonances créées par une couche de Nitrure étant plus importantes que celles créées par une couche réalisée 
par échange d’ions, l’effet d’une couche de Nitrure sera plus important que celui d’une couche créée par échange 
d’ions. 
Ces résonances expliquent par ailleurs l’allure de la Figure 2.37dont les oscillations correspondent à ces modes 
dans le domaine n3/n3 < u < n5/n3 (≈ 1,1) et aux interférences entre le champ émis directement et le champ 
réfléchi dans le domaine 0 < u < n3/n3. 
Remarque : on peut aussi considérer ces modes à fuites comme étant des quasis modes guidés : si la résonance 
Milieu 5 
Milieu 4 
Milieu 3 
z 
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était parfaite (c'est-à-dire s’il n’y avait pas de fuites dans la lame de verre) alors le mode serait entièrement 
confiné dans la couche mince et ce serait un mode guidé. 
Comparaison par rapport à une lame simple 
Comparons, à présent, la quantité de signal couplé dans ces composants par rapport au signal couplé dans une 
simple lame de verre. Pour cela, nous intégrons ces densités de puissance dans les différents domaines 
d’émission des dipôles (modes radiatifs, modes sur-critiques et modes guidés) que nous comparons à la quantité 
d’énergie couplée dans une lame simple. 
Dans le cas d’une couche mince de Nitrure de Silicium dont l’indice réfraction n4 est de 2,2 on trouve les 
rapports suivants : 
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Figure 3.20. Fraction de la puissance émise dans le composant par rapport à une lame simple en fonction 
de l’épaisseur de la couche de Nitrure d’indice de réfraction 2,2. Les cercles en pointillés représentent les 
épaisseurs de coupures pour lesquelles il y a apparition d’un nouveau mode guidé dans la couche mince de 
Nitrure de Silicium. 
On remarque que suivant l’épaisseur de la couche de Nitrure, la quantité de signal couplée dans la lame de verre 
sera plus ou moins importante. En effet suivant l’épaisseur optique de la couche les résonances des modes à 
fuites seront plus ou moins importantes, et le couplage dans la lame plus ou moins efficace. 
On observe, d’autre part, des singularités sur cette courbe. Ces singularités, indiquées par les cercles en pointillés 
sur la Figure 3.20, sont en fait dues à l’apparition de nouveaux modes guidés dans la couche de Nitrure de 
Silicium. En effet, plus la couche de Nitrure est épaisse, et plus elle pourra supporter un nombre important de 
modes guidés. On observe donc les épaisseurs limites pour lesquelles il y a apparition d’un nouveau mode guidé 
dans la couche mince. 
On remarque, par ailleurs, après chaque épaisseur de coupure une baisse du signal couplé dans les modes de 
substrat. On peut alors penser que la différence d’énergie est couplée dans les modes guidés. De plus, on observe 
une hausse de la puissance couplée dans les modes de substrat avant chaque épaisseur de coupure. Cela 
s’explique par le fait que plus l’épaisseur du guide augmente et plus les modes guidés déjà présents dans le guide 
sont confinés à l’intérieur de ce dernier, d’où un plus faible couplage de l’énergie des dipôles dans les modes 
Epaisseurs de coupures : appariations 
de nouveaux modes guidés 
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guidés (voir Figure 2.39). Suivant l’épaisseur de la couche de Nitrure, il semble donc possible d’optimiser la 
puissance émise dans les modes guidés au détriment de celle émise dans les modes de substrat et inversement. 
Cependant, nous ne pouvons pas non plus considérer que les variations de signal dans les modes sur-critiques 
proviennent uniquement du couplage plus ou moins important dans les modes guidés. En effet, les résonances et 
antirésonances des modes à fuite induites par la couche de Nitrure (voir Figure 3.19) expliquent aussi en partie 
ces variations. 
Par ailleurs, l’indice de réfraction d’une couche de Nitrure de Silicium dépend de nombreux paramètres 
(température, humidité, …) et peut fortement varier d’une réalisation à l’autre. Nous allons donc maintenant voir 
l’influence de l’épaisseur optique (produit de l’indice de réfraction avec l’épaisseur) de la couche de Nitrure sur 
le couplage du signal dans la lame. Pour cela, nous calculons la fraction d’énergie couplée dans une lame 
recouverte par une couche de Nitrure de Silicium dont l’indice de réfraction n4 varie de 1,9 à 2,3 et dont 
l’épaisseur e4 varie de 0 à 500 nm. 
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Figure 3.21. Fraction de la puissance émise dans le domaine sur-critique par un ensemble de dipôles 
orientés de manière isotrope et situés à l’altitude zµ = 0 nm par rapport à l’énergie couplée dans le domaine 
sur-critique d’une simple lame de verre. 
On remarque alors que, suivant l’épaisseur optique e4.n4 de la couche mince, cette dernière peut permettre 
d’améliorer ou non la quantité de signal couplée dans le composant. Ces paramètres sont donc critiques pour 
utiliser une telle couche d’indice afin d’améliorer les performances de notre instrument. 
Par exemple, pour un indice de réfraction de 2,2, une erreur de 10 % sur l’épaisseur de 200 nm de la couche de 
Nitrure peut entraîner soit une baisse du couplage dans la lame de verre de 2 % soit un gain de 154 % par rapport 
au signal couplé dans une lame simple. Inversement, pour une épaisseur fixée à 200 nm,  une erreur de 10 % sur 
l’indice de réfraction de 2,2 de la couche de Nitrure peut causer une baisse de 10 % ou un gain de 154 % du 
signal couplé dans la lame par rapport à une lame simple. Toutefois, il est possible de minimiser ces erreurs en 
choisissant une épaisseur pour laquelle les variations d’indice influent peu sur la quantité de signal couplée dans 
la lame. Pour une épaisseur de l’ordre de 50 nm, les incertitudes sur e4 et n4 sont par exemple moins critiques que 
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pour des épaisseurs plus grandes. 
Il sera donc nécessaire de contrôler finement ces paramètres afin d’avoir l’effet désiré. 
Dans le cas des couches minces réalisées par un échange d’ions, le très faible écart d’indice de la couche mince 
ne permet pas d’améliorer significativement le signal couplé dans la lame. On calcule en effet, que les trois 
composants réalisés par l’IMEP doivent améliorer la quantité de signal couplée dans le composant seulement 
d’un facteur de 1,01 à 1,02 suivant l’épaisseur de la couche. Ces couches ne doivent donc pas permettre 
d’améliorer les performances de l’instrument développé au laboratoire. 
Réduction du volume de mesure 
Enfin, regardons l’effet de ces couches minces de fort indice de réfraction sur le volume de mesure, c'est-à-dire 
sur la discrimination des signaux de volume vis-à-vis des signaux de surface. 
Pour cela, nous calculons la puissance émise dans le domaine sur-critique pour différentes altitudes zµ de dipôles 
à l’aide du calcul du spectre de puissance dissipée par ces dipôles. Ces calculs sont réalisés pour une lame 
simple, les lames possédant une couche de Nitrure décrites dans la table 3.2 et les lames possédant une couche 
mince réalisée par échange d’ions, cette couche étant modélisée par un empilement de couches minces (voir 
Figure 3.16). 
Dans le cas des lames possédant une couche mince réalisée par échange d’ions, nous observons la même 
dépendance du couplage du signal des dipôles avec zµ que pour une lame simple. En effet, le faible écart d’indice 
de ces couches fait que leurs effets sont très faibles. Ces couches minces ne doivent donc pas permettre de 
modifier significativement les propriétés de collecte du signal de fluorescence dans le composant. 
Dans le cas des couches de Nitrure, nous calculons : 
 
Figure 3.22. Calcul de la puissance couplée dans la zone sur-critique du composant en fonction de 
l’altitude zµ des dipôles. Ces calculs sont réalisés pour un ensemble de dipôles orientés de manière isotrope dans 
l’espace et émettant à 580 nm. 
On remarque donc que suivant l’épaisseur optique de la couche de Nitrure, la dépendance du couplage dans la 
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lame avec l’altitude zµ des dipôles varie. Ainsi, pour les épaisseurs optiques pour lesquelles nous avons calculé 
une augmentation du couplage dans le composant, c'est-à-dire pour les couches de Nitrure de 65 et 200 nm, nous 
observons une réduction du volume de mesure qui se traduit par une dépendance en zµ plus importante. Par 
contre pour la couche de 377 nm pour laquelle nous avons calculé une baisse du couplage dans la lame par 
rapport à une lame simple (voir Figure 3.21), on observe une dépendance plus faible avec zµ du couplage dans la 
lame. L’épaisseur optique de la couche mince est donc encore un paramètre critique vis-à-vis de la dépendance 
en zµ du couplage de la fluorescence dans la lame. Cela provient du fait que cette épaisseur optique de cavité ne 
permet pas de renforcer les modes à fuite mais au contraire les annihiles. 
3.3.4.3. Collecte du signal de fluorescence dans le composant – caractérisation expérimentale 
Nous allons à présent décrire les expériences que nous avons réalisées afin de valider les effets d’une couche 
mince de fort indice de réfraction sur la collecte du signal de fluorescence dans la lame que nous avons mis en 
évidence théoriquement. Pour cela, deux types d’expériences ont été réalisés : 
− des expériences à sec réalisées sur le banc microscope (voir § 3.2.2) 
− des expériences d’hybridation de brin ADN réalisées sur le prototype complet développé au laboratoire. 
Expérience à sec 
Les expériences à sec réalisées sur le banc microscope ont été mises au point afin de simplifier le protocole 
expérimental. Au lieu de réaliser des réactions d’hybridation demandant une fonctionnalisation chimique des 
lames et une gestion de composants fluidiques, ces expériences ont simplement nécessitées le dépôt par 
adsorption de plots fluorescents sur les composants à tester. 
Nous avons donc déposé sur la surface de plusieurs lames possédant ou non une couche mince des gouttes de 
solutions de brins d’ADN (oligonucléotides d’environ 15 mères) préalablement marqués par des fluorophores 
organiques Cy3 (Amerchan). 
Le dépôt de ces brins d’ADN est fait par adsorption sur la lame de verre préalablement lavée afin de simplifier le 
dépôt des molécules biologiques par rapport à l’utilisation d’une chimie de greffage plus lourde à réaliser. Cette 
méthode ne modifie pas les propriétés optiques de la couche mince (pas d’attaque chimique). Le dépôt a été 
réalisé de la manière suivante en salle blanche : 
− dépôt d'une goutte d'oligomères dans une solution tampon sur la lame à l'aide d’un robot de spotting, 
− séchage rapide de la solution tampon par simple évaporation. Les oligomères marqués Cy3 se 
retrouvent alors adsorbés à la surface de la lame de verre. 
Le robot a ainsi déposé trois lignes de 20 plots d’oligomères de 500 µm de diamètre environ suivant le plan de 
dépôt suivant : 
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1
 1 Molaire (1 M) représente une concentration de 1 mole par litre. 
 
− d1 = 10 mm, 
− d2 = 5 mm, 
− d3 = 7,5 mm 
− d4 = 1 mm 
− Une marque indique la 
face sur laquelle sont 
déposés les plots ainsi que 
la face de sortie à partir de 
laquelle la position des 
plots a été mesurée, 
− La concentration en 
oligomères de chacun des 
plots est de 10 µM1.  
Figure 3.23. Plan de dépôt des gouttes d’oligomères sur les lames de verres à tester. 
Trois types de lames ont été testés : 
− des lames de microscope (verre standard) d’indice de réfraction 1,51 dont les bords n’ont pas été polis, 
− des lames de verre d’indice de réfraction 1,51 recouvertes par une couche de Nitrure de Silicium et dont 
les bords n’ont pas été polis. Les épaisseurs et indices de réfraction de ces couches sont donnés dans la 
table 3.2, 
− des lames de verre d’indice de réfraction n5 ≈ 1,508 recouvertes par une couche mince réalisée par une 
technique d’échange d’ions. Les épaisseurs de couches de 5, 10 et 20 µm ont été testées. Les bords des 
lames ont aussi été laissés bruts. 
Le protocole de mesure suivi pour chaque plot fluorescent est décrit dans l’Annexe A.1.3. 
Si on compare le signal en bout de lame de chaque plot fluorescent i par rapport au signal en bout de lame simple 
non polie du plot fluorescent i (c'est-à-dire à la même position relative sur la lame), on aboutit au résultat 
suivant : 
L 
h 
d1 
d2 
Marque 
d3 d2 
d4 
l 
Ligne1 Ligne2 Ligne 3 
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Lame Non Poli Nitrure 65 nm Nitrure 200 nm Echange d'ions e=5µm Echange d'ions 
e=10µm
Echange d'ions 
e=20µm
Ligne 1 100,00 161,74 167,73 109,20 107,74 114,82
Ligne 2 100,00 157,67 168,61 108,90 110,23 111,77
Ligne 3 100,00 147,35 164,07 103,24 111,23 105,56
Simulation 100 143,08 154 101,28 101,71 101,91
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Figure 3.24. Comparaison des signaux collectés en bout de lame en fonction du type de lame testé par 
rapport au signal détecté en bout d’une lame simple de microscope. Les barres d’erreurs tracées sur cette figure 
représentent les incertitudes sur la moyenne du gain pour les 20 plots de chaque ligne déposés sur les lames 
(voir Figure 3.23). En rouge sont représentés les gains pour ces différentes lames calculés à partir des modèles 
théoriques et présentés au paragraphe précédent. 
Ces mesures nous permettent donc de confirmer que : 
− les couches minces réalisées par échange d’ions ne permettent pas d’augmenter significativement le 
signal couplé dans la lame par rapport à une lame simple. L’écart d’indice de réfraction entre ces 
couches minces et le verre de la lame est trop faible pour cela, 
− les lames présentant une couche mince de Nitrure de 65 et 200 nm permettent d’augmenter d’un facteur 
1,5 à 1,7 le signal collecté dans le composant. En effet, l’épaisseur optique de ces couches permet une 
telle augmentation comme le montrent les calculs théoriques (voir Figure 3.21). 
On remarque de plus que : 
− la simulation sous-estime systématiquement la quantité de signal émise dans la zone sur-critique quel 
que soi le type de couche mince considérée. Cette sous-estimation est de faible amplitude, 
− la correspondance entre la simulation et les données expérimentales est bonne. En effet, malgré la sous-
estimation des simulations, on retrouve les mêmes tendances suivant l’épaisseur optique de la couche 
considérée. De plus, on mesure que la couche de 200 nm de Nitrure permet de collecter en moyenne 
107 % plus de fluorescence dans la lame que la couche de 65 nm, comme le prédit la simulation. 
La sous-estimation de la quantité de signal émise dans la zone sur-critique pourrait s’expliquer par le fait que 
l’on ne prend pas en compte dans nos calculs la quantité de signal qui est couplée dans les modes guidés 
supportés par les différentes couches minces. En effet, la méthode de mesure permet de collecter aussi bien les 
modes de substrat que les modes guidés dans les couches minces. Par contre, le modèle théorique utilisé ici nous 
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permet d’avoir seulement une estimation de l’énergie couplée dans les modes guidés. Cependant, les calculs 
théoriques réalisés au chapitre 2 (§ 2.5.4) semblent indiquer que très peu d’énergie se couple dans les modes 
guidés de ce type de couches minces. Cela ne peut donc pas expliquer les différences observées ici. 
Une autre possibilité pour expliquer cette différence est l’autofluorescence de la couche de Nitrure. En effet, il a 
été caractérisé qu’une couche de Nitrure émettait de la fluorescence lorsqu’elle est excitée dans le vert, ce qui est 
notre cas (Lehr 2003, Rachet 2007). Cette autofluorescence peut donc expliquer en partie la différence d’énergie 
entre les données expérimentales et les simulations. Afin de limiter cette autofluorescence, certains auteurs 
préfèrent utiliser une couche de Ta2O5 (Lehr 2003) car elle est moins autofluorescente et présente un indice de 
réfraction similaire au Nitrure. Cependant, les procédures de greffage de molécules biologiques sur Ta2O5 ne 
sont moins maîtrisées au laboratoire que celles sur Si3N4 et nous avons préféré conserver le Nitrure pour nos 
expériences. 
Enfin, les incertitudes sur les valeurs exactes des épaisseurs et indices de réfraction des couches minces peuvent 
aussi expliquer les différences observées entre les données expérimentales et les simulations. 
En première conclusion de ces expériences et de ces simulations, nous pouvons donc confirmer le fait qu’il 
est nécessaire d’avoir un contraste d’indice de réfraction important entre le milieu extérieur et la lame 
afin de pouvoir collecter un maximum d’énergie dans la lame. 
Dans la suite de nos expériences, nous n’utiliserons donc plus que les lames avec une couche de Nitrure de 
Silicium, car les couches créées par échanges d’ions ne permettent pas d’améliorer significativement la quantité 
de signal couplée dans la lame de verre. 
Expérience d’hybridation 
Afin d’étudier les effets d’une couche mince sur la collecte du signal dans la lame, nous avons aussi réalisé des 
expériences d’hybridation de brins d’ADN sur le prototype complet développé au laboratoire. 
Le protocole expérimental est le même que celui présenté au paragraphe 3.3.2.2. 
Lorsque l’on compare les résultats obtenus sur une simple lame de verre et ceux obtenus à l’aide d’une lame 
recouverte par une couche de Nitrure de 200 nm on trouve : 
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Figure 3.25. Comparaison des signaux détectés en bout d’une lame simple ou d’une lame possédant une 
couche de Nitrure de 200 nm d’épaisseur à sa surface pour une solution d’hybridation de concentration 10 nM. 
Par souci de clarté, seuls un plot spécifique et un plot non spécifique ont été. 
On remarque à nouveau que : 
− une lame possédant une couche de 200 nm d’épaisseur de Nitrure à sa surface permet bien de collecter 
1,5 fois plus de signal fluorescent des plots spécifiques (c'est-à-dire des plots 3 sur la Figure 3.25) 
qu’une lame simple sans couche mince, 
− une lame possédant une couche de 200 nm d’épaisseur de Nitrure à sa surface collecte deux fois moins 
de signal de volume (signal issu des plots non spécifiques, c'est-à-dire des plots 1) qu’une lame simple. 
Ce dernier point provient du fait qu’une telle couche de Nitrure permet de réduire le volume de mesure par 
rapport à celui d’une lame simple (voir Figure 3.22). Cependant, on mesure une diminution plus importante du 
signal de volume que ce que l’on peut prédire à l’aide des simulations (intégrales des courbes de la Figure 3.22). 
Cette baisse d’offset observée expérimentalement doit donc être confirmée par d’autres mesures et pourrait 
provenir d’adsorption non spécifique plus importante sur le verre que sur une couche de Nitrure (Rachet 2007). 
Cette augmentation du signal spécifique et cette diminution du signal d’offset permet, toutefois, d’améliorer le 
rapport signal sur bruit, défini par le rapport entre le signal spécifique détecté et trois fois la racine carré du 
signal d’offset (cas d’un bruit "Poissonien"), d’un facteur d’environ deux. 
Enfin, lorsque l’on compare les cinétiques d’association mesurées sur ces deux lames différentes, nous 
remarquons que cette cinétique n’est pas complètement terminée sur la lame simple alors qu’elle semble finie sur 
la lame possédant une couche de Nitrure. Cela peut provenir d’une densité de sondes de capture moins 
importante sur la lame Nitrure que sur la lame simple. En effet, la chimie de greffage utilisée n’étant pas 
Tampon Solution d’hybridation Tampon 
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optimisée pour le Nitrure, il se peut que la quantité de sondes de capture ayant été greffées sur sa surface soit 
moins importante que celle ayant été greffée sur la simple lame de verre. Dans ce cas, la saturation des sondes de 
capture, c'est-à-dire la fin de la cinétique d’association, est atteinte plus rapidement sur la lame Nitrure que sur la 
lame simple. Une densité de sondes plus grande pour la lame de Nitrure doit donc permettre d’augmenter encore 
le signal en bout de lame. 
Lorsque l’on compare cette fois-ci le signal en bout d’une lame simple et de la lame recouverte par une couche 
de Nitrure de 377 nm d’épaisseur, les résultats sont les suivants (la concentration de la solution d’hybridation est 
ici de 80 nM et pas 10 nM comme précédemment, le signal attendu est donc plus important) : 
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Figure 3.26. Comparaison des signaux détectés en bout d’une lame simple ou d’une lame possédant une 
couche de Nitrure de 377 nm d’épaisseur à sa surface pour une solution d’hybridation de concentration 80 nM. 
Par souci de clarté, seuls un plot spécifique et un plot non spécifique ont été représentés. 
On remarque cette fois ci un signal spécifique plus important en sortie de lame simple qu’en sortie de la lame 
possédant une couche de 377 nm de Nitrure et inversement un signal d’offset plus important en sortie de la lame 
Nitrure. Ceci est bien conforme à nos simulations : 
− on calcule qu’une telle couche de Nitrure entraîne une perte de l’ordre de 50 % du signal par rapport à 
une lame simple, et on mesure ici une perte d’environ 70 %. La différence peut provenir de la différence 
de densité de sonde de capture sur ces deux lames, 
− le calcul montre une moins bonne discrimination du signal de volume par une couche de 377 nm de 
Nitrure ce que l’on retrouve sur l’expérience où le signal d’offset de la lame Nitrure est 1,5 fois plus 
important que celui d’une lame simple (voir Figure 3.22). 
Des expériences sont prévues prochainement afin de confirmer ces résultats et déterminer la densité de sondes de 
captures greffées sur ces deux types de lames qui pourrait expliquer la différence de signal mesurée en bout de 
lame. 
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3.3.4.4. Confinement du signal dans la couche mince 
Nous avons pour l’instant étudié le couplage global du signal de fluorescence dans la lame de verre. Cependant 
aucune des expériences réalisées ne nous a permis de quantifier la quantité de signal qui est couplée et confinée 
dans la couche mince de fort indice de réfraction par rapport au signal se propageant dans l’ensemble de la lame. 
Par ailleurs, les calculs réalisés au chapitre 2 semblent montrer que très peu d’énergie peut se coupler, et donc 
être confinée, dans ces type de couches minces. Nous allons confirmer ce fait par des calculs adaptés aux lames 
de Nitrure dont nous disposons. 
Nous présenterons ensuite les expériences en champ proche que nous avons réalisées afin de déterminer la 
répartition de l’énergie dans la lame et donc le taux de confinement dans la couche mince. 
Simulation 
Si on calcule l’intégrale de recouvrement (voir § 2.5.4) entre le profil des modes guidés à l’intérieur de couches 
de Nitrure de 50, 200 ou 400 nm et les champs évanescents de dipôles situés à la surface de ces lames on trouve : 
 
Figure 3.27. Fraction de l’énergie émise par un ensemble de dipôles orientés aléatoirement et couplée dans 
les modes guidés TE0 confinés dans une couche de Nitrure de 50, 200 et 400 nm d’épaisseur en fonction de 
l’altitude de ces dipôles. Représentation en échelle semi logarithmique. Le graphique en bas à droite représente 
le profil des trois modes guidés TE0 pour chacune de ces épaisseurs. 
Plusieurs remarques peuvent être faites : 
− on retrouve le caractère évanescent du couplage de l’énergie du dipôle dans les modes guidés (droite 
en échelle semi logarithmique), 
− suivant l’épaisseur de la couche, plus ou moins d’énergie pourra être couplée dans les modes guidés. 
On remarque ainsi qu’une couche de 50 nm de Nitrure permet de coupler plus d’énergie qu’une 
couche de 200 nm d’épaisseur. Cela vient du fait que le mode TE0 dans une couche de 50 nm de 
Nitrure possède une queue évanescente plus importante dans le milieu du dipôle (milieu 1) que le 
mode TE0 d’une couche de Nitrure de 200 nm d’épaisseur (voir Figure 3.27 en bas à droite), 
M
ili
eu
 
5,
 
n
5 
=
 
1,
51
 
M
ili
eu
 
3,
 
n
3 
=
 
1,
33
 
Nitrure, 
n4 = 2,2 
 Couche de Nitrure de 50 nm 
Couche de Nitrure de 200 nm 
Couche de Nitrure de 400 nm 
Energie couplée dans les modes TE0 de trois couches 
de Nitrure d’épaisseurs 50, 200 et 400 nm 
Profil des modes TE0 de ces 
trois couches de Nitrure  
Chapitre 3.  Etude expérimentale de l’instrument et modélisation 165 
 
 
− on remarque, à nouveau, que très peu d’énergie peut être couplée dans les modes guidés de ce type de 
structure.  
Afin de confirmer ces calculs, ou tout du moins le fait que très peu de signal de fluorescence est couplé et 
confiné dans la couche mince, nous allons maintenant présenter les expériences en champ proche que nous avons 
réalisées. 
Expérience en champ proche 
Nous avons caractérisé les lames suivantes sur le banc en champ proche (voir § 3.2.3) : 
− une lame simple d’épaisseur de 0,75 mm, dont les bords ne sont pas polis, 
− une lame de verre de 0,75 mm d’épaisseur recouverte par une couche de Nitrure de Silicium de 377 nm 
d’épaisseur et d’indice de réfraction de 1,95, 
− une lame de verre de 0,5 mm d’épaisseur recouverte par une couche de Nitrure de Silicium de 65 nm 
d’épaisseur et d’indice de réfraction de 1,95. 
Les plots fluorescents utilisés ici sont des plots réalisés à l’aide d’encre fluorescente déposée avec une pointe 
d’un feutre dont le spectre d’émission se situe dans le domaine d’émission du fluorophore Cy3. L’utilisation de 
tels plots fluorescents permet, d’une part, de simplifier les étapes de préparation des lames car il n’est pas 
nécessaire de les fonctionnaliser et, d’autre part, de créer des plots fluorescents nettement plus intenses que des 
plots biologiques après association des molécules cibles. Enfin, les fluorophores inclus dans ces encres ont une 
photo résistance permettant de réaliser des mesures de longues durées contrairement aux fluorophores 
organiques. 
Pour chacune des lames nous avons réalisé entre 3 et 8 séquences de mesure de la tranche de la lame avec un pas 
de 10 µm, valeur fixée par le diamètre de 8 µm de la fibre utilisée, afin de pouvoir réaliser des calculs 
d’incertitudes sur nos mesures. 
Enfin, nous avons positionné les plots fluorescents le plus loin possible de la face de sorte de la lame de verre 
afin de considérer que la répartition de l’énergie suivant la tranche de la lame est la même quel que soit la 
position de la fibre selon l’axe (Oy) (voir Figure 3.28) 
 
Figure 3.28. Représentation 3D de la lame de verre de la position de la fibre optique en bout de lame et de 
sa direction de balayage de la face de sortie de la lame de verre suivant l’axe (Oz). 
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L’intégration pour chaque position de la fibre des spectres mesurés en bout de lame dans le domaine de 
transmission du filtre utilisé en émission nous permet de remonter à la répartition de l’énergie suivant la largeur 
de la lame : 
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-15
0
15
30
45
60
75
90
105
-200
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Tr
an
sm
is
si
o
n
 
(en
 
%
)
Si
gn
al
 
(en
 
u
.
a.
)
longueur d'onde (en nm)
Spectre moyen mesuré en sortie de lame
Spectre moyen en sortie de lame
Transmission du filtre d'émission 595AF60
 
 (b) 
 
Répartition de l'énergie dans la lame
-1
0
1
2
3
4
5
6
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Distance (en mm)
Si
gn
a
l n
o
rm
a
lis
é
Lame simple
Lame Nitrure 380 nm
Lame Nitrure 65 nm
 
Figure 3.29. (a) Spectre moyen mesuré en sortie de la lame simple. La moyenne est effectuée sur l’ensemble 
des spectres mesurés lorsque la fibre est entièrement en face de la tranche de sortie de la lame de verre au 
niveau du verre et non de la couche de Nitrure. En rose est représentée la transmission du filtre d’émission 
utilisé dans l’instrument développé au laboratoire. (b) : Répartition de l’énergie à l’intérieur des trois lames 
testées. Chaque point correspond à l’intégration du spectre en sortie de lame sur le domaine spectral de 
transmission du filtre d’émission 595AF60 utilisé dans notre instrument. Les barres d’erreur correspondent aux 
incertitudes calculées pour l’acquisition respective de 3 et 8 spectres pour la lame simple et les lames avec 
couche de Nitrure et ce pour chaque position de la fibre Ces répartitions d’énergie ont été normalisées par 
rapport au signal moyen collecté au niveau de la lame de verre (hors de la couche mince). 
Tout d’abord, on remarque sur le spectre moyen mesuré en sortie de lame la présence d’un pic à 543 nm 
correspondant au signal d’excitation générée par la raie verte du laser He-Ne utilisé. On observe alors que très 
peu de signal d’excitation est couplé puis guidé dans la lame comparativement à la fluorescence collectée. En 
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effet, si on intègre le flux laser atteignant le détecteur et qu’on le compare à la fluorescence collectée intégrée sur 
le domaine du filtre d’émission utilisé dans notre instrument, on trouve un rapport d’environ 70. Cela confirme le 
fait que très peu de signal d’excitation peut être couplée dans la lame grâce à la configuration choisie : excitation 
normale à la lame et collection de la fluorescence dans la lame. 
La mesure de la répartition d’énergie dans la lame permet, quant à elle, de retrouver l’épaisseur des lames 
testées. Lorsque la fibre est entièrement face à la lame, le signal mesuré est égal ou supérieur à 1 (suivant qu’elle 
se trouve face à la couche mince de Nitrure ou non). Les décroissances aux extrémités représentent les cas où la 
fibre n’est plus tout en fait en face de la lame mais collecte tout de même une partie du signal dans son cône 
d’acceptance définit par son ouverture numérique (ONfibre = 0,22). Les différences de pentes de ces décroissances 
correspondent aux variations de la distance fibre – lame (voir Figure 3.31). 
Ces répartitions d’énergie ne nous permettent cependant pas d’accéder directement à l’énergie confinée dans la 
couche mince de Nitrure. En effet, la taille de la fibre étant supérieure à l’épaisseur de la couche de Nitrure, il est 
nécessaire d’appliquer une méthode de déconvolution afin de dissocier les signaux provenant de la couche mince 
de ceux guidés dans l’ensemble de la lame. 
La méthode de déconvolution que nous avons utilisée est basée sur l’hypothèse que chaque point de la face de 
sortie de la lame peut être considéré comme une source ponctuelle isotrope émettant dans un cône d’émission 
définit par les ouvertures numériques en sortie de la lame de verre (ONverre) ou en sortie de guide (ONnitrure). 
Ainsi, lorsque la fibre se déplace le long de la lame, cette dernière collecte l’ensemble des rayons issus des 
sources compris dans son cône d’acceptance : 
 
Figure 3.30. Représentation schématique des rayons collectés par une fibre optique lors de son déplacement 
suivant la largeur de la face de sortie de la lame de verre. A : lorsque la fibre est exactement en face de la 
couche de Nitrure, elle collecte une majorité de rayons provenant uniquement de cette couche. B : lorsque la 
fibre est à cheval entre la couche mince et le verre, elle collecte des rayons provenant aussi bien de la lame de 
verre que de la couche mince. C : lorsque la fibre n’est plus parfaitement en face de la lame, elle collecte de 
moins en moins de rayons issus de la lame. Les quartiers de cercle en vert et en rouge représentent, quant à eux, 
les diagrammes d’émission des sources ponctuelles en sortie de lame et de couche mince respectivement. Leur 
ouverture est définie par les ouvertures numériques en sortie de verre et de couche mince. 
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On calcule (voir annexe A.2.3) que : 
− l’angle solide d’émission en sortie d’une couche de Nitrure est de 2π sr, 
− l’angle solide d’émission en sortie de la lame de verre est de 1,9 sr, 
− l’angle solide d’acceptance de la fibre est de 0,12 sr. 
Considérons à présent deux intensités lumineuses IN et Iv suivant que les sources ponctuelles sont situées au 
niveau de la couche de Nitrure ou de la lame de verre. Si on intègre, pour chaque position de la fibre, l’ensemble 
des rayons issus de la lame de verre ayant une intensité Iv à l’intérieur du cône d’acceptance de la fibre ainsi que 
les rayons issus de la couche de Nitrure ayant une intensité IN  comprise aussi dans le cône d’acceptance de la 
fibre, on est alors capable de tracer la répartition théorique d’énergie le long de la face de sortie de la lame telle 
que vue par la fibre optique. 
 
Figure 3.31. Simulation de la répartition d’énergie dans une lame de verre recouverte par une couche de 
Nitrure de 400 nm d’épaisseur vue par une fibre optique monomode à une distance d = 0,1 ; 0,5 ou 1 mm de la 
face de sortie de la lame. Nous avons pris les valeurs Iv = 4,5 et IN = 14 pour ces calculs. 
On observe ainsi que la distance d de la fibre par rapport à la face de sortie de la lame joue un rôle important sur 
l’allure et la résolution de cette répartition d’énergie (voir Figure 3.31). 
En ajustant les valeurs de IN et Iv afin de faire correspondre nos calculs à nos résultats expérimentaux, on est 
alors capable d’en déduire une puissance totale relative émise par chacune des sources ponctuelles, qu’elles 
soient au niveau de la couche de Nitrure ou bien en sortie de la lame de verre : 
 Valeur de IN issue de l’ajustement Valeur de Iv issue de l’ajustement 
Lame possédant une couche de 
Nitrure de 377 nm d’épaisseur 
14 4,5 
Lame possédant une couche de 
Nitrure de 65 nm d’épaisseur 
19,5 4,5 
Table 3.3 Valeur des intensités lumineuses Iv et IN issues de l’ajustement des courbes expérimentales 
avec la méthode de déconvolution présentée précédemment. 
Lorsque l’on trace les répartitions d’énergie mesurées et simulées on trouve alors : 
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Figure 3.32. Répartition de l’énergie en sortie de la lame possédant une couche de Nitrure de 377 nm 
d’épaisseur à partir des données expérimentales (courbe bleue) ou calculée à partir du modèle décrit dans ce 
paragraphe et pour les valeurs IN = 14 et Iv = 4,5. 
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Figure 3.33. Répartition de l’énergie en sortie de la lame possédant une couche de Nitrure de 650 nm 
d’épaisseur à partir des données expérimentales (courbe bleue) ou calculée à partir du modèle décrit dans ce 
paragraphe et pour les valeurs IN = 19,5 et Iv = 4,5. 
La prise en compte des différentes ouvertures numériques (en sortie de couche de Nitrure, en sortie de la lame de 
verre, et en sortie de fibre) nous permet ensuite de ramener ces intensités en énergie totale Psource émise par ces 
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sources dans leur angle solide d’émission : 
Nv
fibre
NvNv
source IP ,
,,
Ω
Ω
=  
Eq. 3.2.  
où les lettres v et N font références aux sources situées au niveau de la lame de verre et de la couche de Nitrure 
respectivement et Ωv,N et Ωfibre représentent les angles solides en sortie de la lame (au niveau du verre ou de la 
couche) et en sortie de fibre. 
L’intégration de ces puissances émises par ces sources ponctuelles sur l’ensemble de l’épaisseur e4 de la couche 
de Nitrure et de la lame de verre nous permet enfin d’en déduire une estimation de la fraction de la puissance qui 
est guidée dans la couche de Nitrure et dans la lame de verre. 
On trouve par cette méthode que pour une lame de verre possédant une couche de Nitrure de Silicium de 377 nm 
d’épaisseur : 
− environ 99,5 % de l’énergie se propage dans la lame de verre, 
− et 0,5 % de l’énergie est confinée dans les modes guidés supportés par la couche de Nitrure de 377 nm 
d’épaisseur. 
Et pour une lame possédant une couche de Nitrure de 65 nm d’épaisseur : 
− environ 99,7 % de l’énergie se propage dans la lame de verre, 
− et 0,3 % de l’énergie est confinée dans les modes guidés supportés par la couche de Nitrure de 65 nm 
d’épaisseur. 
Ces expériences nous confirment donc que très peu d’énergie des dipôles est couplée dans les modes guidés des 
structures testés. Les couches utilisées ne permettent donc pas de confiner le signal en surface de lame. 
3.3.5. Effets d’une couche mince – Conclusion 
Les analyses décrites ci-dessus nous permettent de conclure sur plusieurs points. 
Tout d’abord, nous remarquons que le modèle de calcul de la puissance dissipée par le dipôle permet de bien 
décrire les phénomènes de couplage en champ proche utilisés dans l’instrument développé au laboratoire. 
Une sous-estimation systématique du signal couplé dans la lame est toutefois observée. Cette sous-estimation  
peut provenir de différents paramètres qui sont la précision des propriétés optiques (épaisseur et indice de 
réfraction) des couches minces testées, l’autofluorescence de ces couches minces ou encore la contribution des 
modes guidés que le modèle ne décrit qu’approximativement. 
Ensuite, nous pouvons dire que : 
− l’écart d’indice entre la lame de verre et la couche mince doit être le plus important possible afin 
d’avoir des effets significatifs sur la collecte du signal de fluorescence par la lame de verre. Les couches 
minces créées par échanges d’ions présentant un faible écart d’indice ne permettent par exemple pas 
d’améliorer les performances de l’instrument alors que des couches de Nitrure testées permettent 
d’améliorer d’un facteur d’environ 1,5 la collecte du signal dans la lame, 
− l’épaisseur optique de la couche mince est un paramètre critique sur les performances de 
l’instrument. Cette épaisseur définit en effet les résonances et antirésonances des modes à fuite, modes 
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qui sont à l’origine de l’augmentation ou de la diminution de la collecte du signal dans la lame verre. 
Ainsi, suivant son épaisseur optique, une couche mince peut améliorer ou diminuer la quantité de signal 
couplé dans la lame, 
− une couche mince de fort indice de réfraction peut permettre, suivant son épaisseur optique, de 
réduire le volume de mesure et donc diminuer la contribution non spécifique du signal de volume. La 
spécificité de la détection en est alors améliorée car seuls les fluorophores situés à proximité de la lame, 
c'est-à-dire capturés par les plots biologiques, pourront contribuer au signal. La lame possédant une 
couche de Nitrure de 200 nm a par exemple permis de diminuer d’un facteur 2 le signal de volume 
couplé dans la lame. 
La couche de Nitrure de 200 nm d’épaisseur et d’indice de réfraction de 2,2 a ainsi permis, en augmentant le 
signal couplé dans la lame et en réduisant le volume de mesure, d’améliorer d’un facteur 2 le rapport signal sur 
bruit en bout de lame. 
Par ailleurs, l’analyse expérimentale de la quantité de signal couplée dans les couches minces de fort indice de 
réfraction a permis de montrer que très peu de signal y est confiné. Cela confirme donc les conclusions de 
l’étude théorique menée au chapitre 2 (voir § 2.5.3.3) entre les systèmes développés par Gachet et Seiler et 
l’instrument développé au laboratoire. L’utilisation de guides d’ondes afin d’acheminer le signal de plots 
fluorescents vers un détecteur n’est pas optimale en terme de flux. En effet, très peu de signal est couplé dans ces 
guides alors qu’une quantité beaucoup plus importante est couplée dans le substrat entraînant une perte de 
contraste en bout de lame. La solution la plus adaptée semble donc être celle de l’instrument développé au 
laboratoire qui utilise une excitation séquentielle de chacun des plots biologiques afin de détecter l’ensemble des 
signaux couplé dans la couche mince ainsi que dans la lame sans avoir de mélange des signaux des différents 
plots biologiques. 
En conclusion, une couche mince de fort indice de réfraction à la surface d’une lame de verre peut permettre 
d’améliorer le rapport signal sur bruit en bout de lame en augmentant la quantité de signal couplé dans le 
composant et en réduisant la contribution des signaux de volume. Cependant, elle ne permet pas de confiner le 
signal en surface et ne collecte qu’une très faible fraction du signal émis par les plots fluorescents. 
3.4. Effet d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une 
OLED 
Intéressons nous à présent, aux possibilités d’intégrer des sources d’excitation de type OLED dans le composant 
de l’instrument développé au laboratoire. 
Après avoir présenté les différents sources qu’il nous a été possible de caractériser, nous décrirons, à l’aide des 
modèles théoriques développés au chapitre 2 et de la caractérisation expérimentale de ces composants, les 
différents effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une OLED. Cela nous permettra alors 
d’apporter plusieurs éléments de réponse quant à la possibilité d’intégrer ce type de source dans notre 
instrument. 
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3.4.1. Description des composants testés 
Dans ce paragraphe, nous allons décrire les différentes sources organiques que nous avons testées. La réalisation 
de ces sources a été effectuée en collaboration avec deux partenaires différents : 
− le Département Intégration Hétérogène sur Silicium (DIHS) du CEA-Grenoble qui développe une 
technologie OLED pour les domaines de l’éclairage et des micros display. Cette collaboration nous a 
permis de réaliser un démonstrateur OLED pour notre projet et de caractériser les propriétés optiques de 
ces sources sans cavité, 
− les laboratoires de Physico Chimie des Matériaux Luminescents (LPCML) et de Physique de la Matière 
Condensée et Nanostructures (LPMCN) de l’université Claude Bernard à Lyon 1. Cette collaboration a 
eu pour but de réaliser des cavités Fabry Pérot à l’intérieur desquelles est déposée une couche 
luminescente afin d’en étudier les propriétés optiques. 
3.4.1.1. OLED réalisées par le DIHS 
Technologie utilisée 
La technologie utilisée par le DIHS se base sur le dépôt sous vide de molécules organiques de faibles poids 
moléculaire et de couches métalliques. Ce processus est entièrement automatisé à l’intérieur d’un automate qui 
permet successivement de : 
− préparer la surface du substrat et d’y déposer une couche d’ITO servant d’électrode transparente, 
− déposer par évaporation thermique les différentes couches composant l’OLED, 
− déposer les couches métalliques (Argent, Aluminium, …) servant de seconde électrode,  
− encapsuler l’OLED afin de la protéger de l’humidité et de l’oxygène et d’augmenter ainsi son temps de 
vie. 
Cette technologie est aujourd’hui reproductible et a permis de réaliser un grand nombre de démonstrateurs allant 
des OLED blanches à des OLED sur surface souple jusqu’au micro display de 3 pouces de diagonale 
fonctionnant en mode vidéo. 
Description des OLED réalisées 
Deux démonstrateurs d’OLED (voir Figure 3.34) ont été réalisés par le DIHS à partir de deux matériaux 
électroluminescents différents : l’Alq3 et un dopant rouge dont les spectres d’émission se situent vers 520 et 
650 nm respectivement (voir Figure 3.46). 
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Figure 3.34. Photographie du démonstrateur OLED réalisé par le DIHS à partir du matériau Alq3. 
Ces OLED sont constituées d’un empilement de cinq couches organiques comprises entre une cathode en Argent 
et une anode en Aluminium. Sur la Figure 3.35 sont données les différentes épaisseurs des OLED rouges 
réalisées par le DIHS. Le nombre et l’empilement de couches reste le même pour les OLED vertes, les 
épaisseurs sont simplement différentes et adaptées à la longueur d’onde de l’Alq3. 
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Figure 3.35. Structure et dimension des différentes couches des OLED rouges réalisées par le DIHS. 
Afin de simuler ces structures, nous considérerons par la suite une seule couche organique dont l’épaisseur est la 
somme des épaisseurs des différentes couches représentées sur la Figure 3.35, soit d1 ≈ 145 nm, et dont l’indice 
de réfraction est environ de 1,7, correspondant à l’indice de réfraction d’une couche luminescente d’Alq3 dans 
son domaine spectral d’émission. 
Afin de contrôler les performances et la stabilité de leur technologie, le DIHS a effectué plusieurs 
caractérisations sur ces sources. Elles portent principalement sur les propriétés de luminance et de rendement 
lumineux. Nous ne présenterons pas ces résultats car ces mesures ne concernent pas directement nos problèmes 
de filtrage et de directivité et qu’il ne nous a pas été possible de réaliser des mesures comparatives de puissance 
des différentes sources testées. Les sources réalisées par le DIHS possèdent un rendement quantique externe 
compris entre 4 et 8 %, ce qui est dans l’état de l’art actuel des OLED, et émettent de la lumière à partir d’une 
tension de seuil de 2,5 Volts. 
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3.4.1.2. Sources réalisées par le LPCML et le LPMCN 
Les sources réalisées par le LPCML et le LPMCN ne sont pas exactement des OLED car leur excitation se fait 
par voie optique. En effet, afin de dissocier les problèmes d’injection des porteurs de charges des effets de la 
cavité Fabry Pérot, nous avons choisi de réaliser des sources pompées optiquement. De plus, nous contournons 
ainsi les problèmes technologiques liés à la fabrication d’OLED pompées électriquement et placées dans des 
cavités. 
Les sources ainsi réalisées sont composées d’un miroir métallique et d’un miroir dit "de Bragg" réalisé par un 
empilement de plusieurs couches minces diélectriques. Les valeurs des indices de réfraction et épaisseurs des 
différentes couches constituant la cavité sont données sur la figure suivante : 
 
Figure 3.36. Schéma représentant les cavités réalisées par les laboratoires LPCML et LPMCN afin 
d’étudier les propriétés optique d’une couche luminescente (Coumarine 500) située à l’intérieur d’une cavité 
Fabry Pérot. Sont indiqués les valeurs des épaisseurs et indices de réfraction des différentes couches minces 
constituant la cavité (Mohamed 2007). 
Technologie utilisée 
Deux technologies ont été utilisées afin de déposer les différentes couches minces constituant les cavités que 
nous avons testées : 
− un procédé Sol-Gel par Dip Coating, ou trempage, utilisé afin de réaliser les différentes couches 
minces du miroir de Bragg ainsi que la couche émettrice contenant les fluorophores organiques, 
− un procédé de dépôt sous vide par évaporation thermique utilisé pour le dépôt de la couche métallique 
constituant le miroir réfléchissant de la cavité. 
Le procédé Sol-Gel par Dip Coating utilisé pour le dépôt des différentes couches diélectriques de la cavité 
consiste en trois principales étapes : 
− la préparation d’une solution, le Sol, contenant des précurseurs chimiques du matériau que l’on désire 
déposer en couche mince, 
− le trempage du substrat dans le Sol afin de créer un dépôt de solution à sa surface qui après séchage et 
polymérisation forme la couche mince, 
− le recuit de la couche mince ainsi obtenue afin de la stabiliser. 
Le procédé Sol-Gel permet de fabriquer un polymère inorganique, que l’on peut doper à l’aide de composés 
TiO2 
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organiques par des réactions chimiques simples et à une température proche de la température ambiante (20 à 
150 °C). La préparation de Sol est réalisée à partir d’une solution de précurseurs du matériau à déposer dans un 
solvant. Au contact de l’eau, la polymérisation du Sol est activée. C’est lors de cette polymérisation qu’il est 
possible de doper le matériau avec des composés organiques afin de modifier les propriétés optiques du matériau 
final. 
Une fois le Sol contenant ces longues chaînes créé, on y trempe un substrat sur lequel les chaînes de polymères 
vont former un mince film qui, lors du tirage du substrat hors du Sol et de l’évaporation du solvant restant, va se 
solidifier et former une couche mince. Enfin, afin d’obtenir une couche mince stable et homogène, il est 
nécessaire de recuire les couches ainsi formées à des températures de l’ordre de 300°C.  
De nombreux paramètres peuvent être utilisés afin de contrôler l’épaisseur de la couche créée. Tout d’abord, lors 
de la réalisation du Sol, la température, le pH et la concentration en précurseurs permet de contrôler la vitesse de 
polymérisation et la viscosité de la solution, deux paramètres qui influent sur la quantité de matériel déposé sur 
le substrat lors de son trempage dans le Sol. Ensuite, intervient principalement la vitesse de tirage avec laquelle il 
est possible de contrôler précisément l’épaisseur de la couche déposée. Enfin, le recuit va permettre de fixer 
l’épaisseur et l’indice de réfraction de la couche déposée dans le temps. Suivant la température de recuit, la 
couche mince créée aura un indice de réfraction plus ou moins important. 
Pour plus de précision sur le procédé Sol-Gel utilisé pour la réalisation de ces cavités et sur le protocole utilisé, 
nous nous rapporterons au rapport de stage de M. Mohamed (Mohamed 2007). 
La couche luminescente 
Pour des raisons de disponibilité des fluorophores organiques dans les laboratoires LPCML et LPMCN, il a été 
choisi d’utiliser la Coumarine 500 (C500) comme dopant du Sol afin de réaliser une couche photo-luminescente. 
Le pic d’absorption de ce colorant se situe à 370 nm et le pic d’émission à 500 nm (voir Figure 3.37). Deux 
matrices pouvant être dopées par la Coumarine 500 ont été testées comme couches luminescentes : le SiO2 et le 
TiO2. Cette dernière matrice a finalement été choisie car (Mohamed 2007) : 
− son indice de réfraction est supérieur à celui du SiO2 et, du fait d’un recuit moins important (à 60°) que 
pour les couches composant le miroir de Bragg (recuite à 300°C), permet d’avoir un indice de réfraction 
inférieur à la dernière couche du miroir, 
− le silicium de la matrice SiO2 émet un signal à 400 nm en plus du signal du colorant organique C500 qui 
peut gêner les mesures, 
− le solvant du colorant C500 étant le même que celui utilisé pour la matrice de TiO2, le dopage de cette 
dernière est plus simple à réaliser que le dopage d’une matrice de SiO2 qui utilise un solvant différent. 
Les couches organiques ainsi créées n’ont pas fait l’objet d’un recuit trop important (recuit à 60°C) afin, d’une 
part, de ne pas détruire les propriétés optiques du colorant C500 et, d’autre part, d’obtenir un indice de réfraction 
de la couche inférieur à l’indice de réfraction des couches de TiO2 constituant le miroir de Bragg et recuite à 
300°C. 
Bien que le pic d’émission de ce fluorophore ne se situe pas dans le domaine d’absorption des fluorophores que 
l’on utilise dans nos protocoles biologiques, cela nous a permis d’étudier les effets d’une cavité Fabry-Pérot sur 
les propriétés d’émission d’une couche luminescente. Il suffira par la suite de modifier les propriétés physiques 
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de la cavité (épaisseur, miroir de Bragg, …) en fonction de la couche luminescente choisie pour exciter nos 
fluorophores afin de réaliser une OLED pouvant être utilisée dans notre système. 
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Figure 3.37. Spectre d’une couche de TiO2 dopée à l’aide d’un fluorophore organique, la Coumarine 500. 
Ce spectre a été obtenu en excitant la couche émettrice à l’aide d’une diode UV centrée sur 470 nm. Un ADU 
(Analog to Digital Unit) représente 1 pas de la conversion du signal analogique en signal numérique par la 
caméra CCD du spectrographe. 
Les cavités Fabry Pérot réalisées ont alors été dimensionnées à partir des propriétés optiques de la Coumarine 
500. 
La cavité que nous avons réalisée étant constituée d’un miroir Bragg et d’un miroir métallique, l’épaisseur 
optique de la cavité doit prendre en compte l’épaisseur optique de la couche luminescente, ainsi que les 
longueurs de pénétration dans ces deux miroirs. Cette épaisseur optique est donnée par (Dodabalapur 1996) : 
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où le premier terme représente la longueur de pénétration dans le miroir de Bragg (n est l’indice de réfraction 
moyen des couches constituant le miroir et ∆n la différence d’indice), le deuxième terme est l’épaisseur optique 
de la couche luminescente et le troisième représente le déphasage du à la réflexion sur le miroir métallique avec : 
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où n3 est l’indice de la couche organique en contact avec la couche métallique et n = nm + κm.i est l’indice 
imaginaire de la couche métallique. 
Par ailleurs, la théorie des cavités Fabry-Pérot (Benisty 1998 a) montre que pour avoir une émission normale à la 
cavité, la longueur optique de cette dernière doit satisfaire la relation suivante : 
Signal 
d’excitation 
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( )ememc Lm λλ 2=  Eq. 3.5.  
où λem est la longueur d’onde d’émission que l’on prend ici égale à 500 nm afin de correspondre au pic 
d’émission de la Coumarine 500, et mc, entier naturel positif, représente l’ordre de la cavité. 
L’ordre mc de la cavité définit le nombre de modes de la cavité. Afin de n’avoir qu’une émission normale à cette 
dernière, c'est-à-dire qu’un seul mode de la cavité extrait, il est donc nécessaire de minimiser cet ordre. 
Nous avons donc choisi de réaliser une couche active d’une épaisseur d’environ 130 nm afin de satisfaire la 
relation 3.5 pour un ordre de cavité mc = 4. Un ordre de cavité plus faible aurait nécessité la réalisation de couche 
de quelques nanomètres d’épaisseur beaucoup plus difficile à contrôler. 
Le miroir de Bragg 
Le miroir de Bragg qui a été réalisé est constitué d’une alternance de couches SiO2 et TiO2 dont les indices de 
réfraction, après un recuit à 300°C, sont de 1,46 et de 2,1 respectivement. 
Nous avons choisi de réaliser un miroir de Bragg dont les épaisseurs optiques des différentes couches sont égales 
au quart de la longueur d’onde centrale de réflexion du miroir, soit ici 500 nm pour correspondre au pic 
d’émission de la couche luminescente utilisée. Les épaisseurs d4 et d’4 des couches de haut et bas indice 
constituant la cavité sont donc de : 
nm60
4 4
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 et nm86
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'
4
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n
d Bλ
 Eq. 3.6.  
où λB représente la longueur d’onde centrale de réflexion du miroir, soit λB = 500 nm. 
A partir de simulations effectuées à l’aide du modèle présenté au paragraphe 2.5.2, nous avons ensuite défini le 
nombre de couches que devait avoir ce miroir afin d’obtenir une émission de demi-largeur à mi-hauteur 
d’environ 30° (voir § 2.3.2). Ces simulations ont montré qu’une cavité réalisée à l’aide d’un miroir métallique, 
dont le coefficient de réflexion est proche de 100 %, et un miroir de Bragg dont le coefficient de réflexion à sa 
longueur d’onde centrale est de l’ordre de 85 % permet d’obtenir une telle directivité : 
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Figure 3.38. (a) : Diagrammes d’émission normalisés en coordonnées polaires de trois cavité constituées 
d’un miroir métallique et d’un miroir de Bragg composé de 2,5, 3,5 et 4,5 paires de couches de haut et bas 
indice de réfraction. Ces calculs ont été effectués pour une émission à 500 nm et une couche active d’épaisseur 
de 130 nm et d’indice de réfraction de 1,9. (b) : Profil du coefficient de réflexion des trois miroirs de Bragg 
utilisés pour les simulations du (a). 
Nous avons donc choisi d’utiliser des miroirs de Bragg constitués d’une alternance de 3,5 couches de haut et bas 
indice de réfraction pour la réalisation de nos cavités. 
Les miroirs de Bragg réalisés par le LPCML et le LPMCN ont fait l’objet d’une caractérisation en transmission 
donnée en Figure 3.39. 
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Figure 3.39. Courbe de transmission des miroirs de Bragg réalisés au LPCML et LPMCN. La courbe bleue 
représente la transmission d’un substrat sur lequel est déposé un miroir sur les deux faces. La courbe rouge est 
la transmission d’un seul miroir. 
Nous retrouvons bien la courbe inverse à celle calculée sur la Figure 3.38 (b). Les miroirs de Bragg réalisés ont 
bien leur longueur d’onde centrale de réflexion à 500 nm et présentent une réflexion de l’ordre de 85 % (aucun 
des matériaux SiO2, TiO2, et substrat (en verre) utilisés ne présentent de pertes à ces longueurs d’onde). 
Nous avons représenté ici deux courbes de transmission correspondant à la transmission de deux (courbe bleu) et 
Rmax ≈ 0,93 
Rmax ≈ 0,86 
Rmax ≈ 0,72 
Transmission du miroir de Bragg 
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un (courbe rouge) miroirs de Bragg du fait de l’étape technologique supplémentaire que nous avons dû réaliser. 
En effet, la technologie de Dip coating utilisée pour réaliser le miroir de Bragg dépose des couches minces sur 
les deux faces de l’échantillon. Il a donc fallu polir une des faces de l’échantillon afin de n’avoir qu’un seul 
miroir par substrat. Ces courbes nous ont donc en plus permis de contrôler l’étape de polissage sur les propriétés 
des miroirs. 
Il faut noter que cette étape de polissage a aussi dû être réalisée sur la couche luminescente afin de n’avoir 
qu’une seule couche active à l’intérieur de la cavité. Cependant cette étape est relativement agressive (collage et 
décollage d’une résine directement sur la couche luminescente) et a entraîné une perte de rendement quantique et 
une rugosité plus importante de la couche active (voir la caractérisation de ces cavités). 
Miroir Métallique 
En dernière étape, un miroir métallique a été déposé à l’aide d’une méthode de dépôt sous vide par évaporation 
thermique. 
Afin d’obtenir un coefficient de réflexion proche de 100 % du miroir métallique, une couche de 50 nm d’Argent 
a été déposée par cette technique à la surface de la couche luminescente. Une telle couche d’argent permet en 
effet d’atteindre un coefficient de réflexion de 0,967 à la longueur d’onde λem = 500 nm, ce qui est suffisamment 
proche de 1 pour nos essais. Ce coefficient a été évalué grâce au calcul des coefficients de réflexion de Fresnel 
sur une couche d’Argent de 50 nm d’épaisseur d’indice de réfraction de nAg = 0,075 + 4,0007i  (Barnes 1998) 
comprise entre un milieu d’indice de réfraction n0 = 1 (milieu extérieur : air) et un milieu d’indice de réfraction 
n1 = 1,9 (couche organique). 
Présentation de la cavité complète 
Enfin, il a été décidé de réaliser sur chaque substrat trois épaisseurs de cavité différentes à l’aide d’une couche 
optiquement neutre (réalisée en TiO2 mais recuite de la même manière que la couche luminescente pour obtenir 
le même indice de réfraction). En effet, cela va permettre de caractériser expérimentalement l’effet de l’épaisseur 
de la cavité sur ses propriétés spectrales et spatiales d’émission. Il a ainsi été déposées deux couches neutres 
d’une épaisseur de 5 à 10 nm : 
 
Figure 3.40. Schéma des échantillons réalisés par le LPCML et le LPMCN présentant 3 cavités de 
différentes épaisseurs sur un même substrat que nous nommons marche 1, 2 et 3. 
 
 
Substrat : lame de Pyrex® 
Marche 1 Marche 2 Marche 3 
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1
 La finesse F d’une cavité est définie à partir des coefficients de réflexion R1 et R2 des deux miroirs composant 
la cavités : 
( )
21
4
1
21
1 RR
RRF
−
=
pi
. Elle est directement liée à la largeur spectrale et spatiale des modes de la cavité. 
Plus la finesse sera grande, et plus les modes de cavités seront étroits spéctralement et spatialement. 
3.4.2. Augmentation du signal émis dans les modes de la cavité 
A présent, intéressons nous aux effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une OLED. Tout 
d’abord, regardons l’évolution de la puissance émise en fonction des propriétés de ces cavités. 
Une cavité Fabry Pérot a pour effet de forcer les dipôles à émettre dans certains modes, les modes de la cavité. 
Ainsi l’énergie émise normalement dans les 4π sr de l’espace se retrouve confinée dans les n modes de la cavité 
défini par l’ordre mc de cette dernière. La puissance émise dans les directions de ces modes est donc augmentée 
par rapport à l’émission d’un ensemble de dipôles hors d’une cavité. Ainsi, plus ces modes seront resserrés 
autour d’une direction (c'est-à-dire plus la finesse1 de la cavité est importante) et plus il y aura d’énergie dans 
cette direction : 
 
Figure 3.41. Diagramme d’émission en coordonnées polaires de quatre cavités constituées par un miroir 
métallique (R ≈ 100 %) et un miroir de Bragg composé de 1,5, 2,5, 3,5 et 4,5 paires de couches de haut et bas 
indice de réfraction. Ces simulations ont été réalisées pour une émission à 510 nm et une épaisseur de couche 
active de 130 nm. 
Cependant, une finesse trop importante de cavité entraîne aussi une dispersion angulaire des différents modes de 
la cavité (Benisty 1998 b). L’extraction de la lumière dans les modes de la cavité est donc amélioré jusqu’à une 
certaine finesse pour laquelle de nombreux modes se retrouvent piégés dans la structure et ne sont pas extraits. 
1,5 paire de couches 
2,5 paires de couches 
3,5 paires de couches 
4,5 paires de couches 
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Figure 3.42. Diagramme d’émission en coordonnées polaires de deux cavités constituées par un miroir 
métallique (R ≈ 96 %) et un miroir de Bragg composé de 4,5 et 5,5 paires de couches de haut et bas indice de 
réfraction. Ces simulations ont été réalisées pour une émission à 500 nm et une épaisseur de couche active de 
132 nm. 
Un compromis doit donc être trouvé entre l’extraction de la lumière et la dispersion angulaire des différents 
modes de la cavité. Cela est d’autant plus critique que le spectre d’émission des dipôles situés à l’intérieur de la 
cavité est large. En effet, plus ce spectre est large, plus la dispersion angulaire est importante. Benisty et al. 
(Benisty 1998 b) donne ainsi des règles afin d’optimiser la puissance émise dans les modes extraits de la cavité 
en fonction de la largeur spectrale d’émission des dipôles et de la finesse de la cavité. On remarque que plus la 
largeur spectrale de la couche luminescente est grande et moins il sera possible d’avoir un diagramme 
d’émission directif sans dispersion angulaire. Cela peut poser problème pour l’intégration des OLED dans 
l’instrument développé au laboratoire du fait du large spectre de ces sources. 
L’utilisation d’une cavité dans l’instrument développé au laboratoire doit donc permettre d’augmenter la densité 
de puissance d’excitation au niveau des plots biologiques par rapport à une OLED seule, ce qui peut compenser 
une émission plus faible que les sources inorganiques externes utilisées actuellement. 
Nous n’avons toutefois pas pu caractériser expérimentalement cet effet de cavité pour les raisons suivantes. Les 
échantillons réalisés par le LPCML et le LPMCN n’étant pas protégés de l’humidité et de l’oxygène, ils étaient 
très peu stables dans le temps. Il était donc difficile de comparer la puissance émise par les différents 
échantillons car il nous était impossible de contrôler leur dégradation au cours du temps. De plus, l’étape de 
polissage des échantillons a aussi pu dégrader leurs performances de façon non contrôlable. Les mesures qui 
seront présentées par la suite seront donc des mesures que nous avons normalisées afin de ne pas prendre en 
compte les différences de puissances émises qu’il nous a été impossible de contrôler et de simuler. 
3.4.3. Filtrage spectral 
Ce paragraphe a pour but d’étudier les effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés spectrales d’émission de 
dipôles. En effet, nous avons vu qu’il était indispensable de filtrer l’émission des sources OLED afin de pouvoir 
les intégrer dans le composant de l’instrument développé au laboratoire sans pertes de performances (voir § 
2.3.2). 
4,5 paires de couches 
5,5 paires de couches 
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Nous allons donc montrer ici, à l’aide des modèles théoriques développés au chapitre 2 et de la caractérisation 
des échantillons qui ont été réalisés au DIHS et aux LPCML et LPMCN, qu’une cavité Fabry Pérot permet : 
− de réduire l’intervalle spectral d’émission des dipôles, 
− d’ajuster la longueur d’onde centrale du ou des pics d’émission à l’intérieur de l’intervalle spectral 
d’émission des dipôles seuls. 
Le modèle développé à partir des travaux de Benisty et al. (Benisty 1998 a) permet de simuler à la fois le 
diagramme d’émission de dipôles situés à l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot pour une longueur d’onde 
d’émission donnée, et de calculer le spectre d’émission de ces mêmes dipôles pour un angle d’émission donné. 
Utilisons ce dernier calcul afin d’étudier l’effet de ce type de cavité sur les propriétés spectrales d’émission des 
OLED. 
Considérons des dipôles dont le spectre d’émission correspond à celui du colorant C500 situé dans une matrice 
de TiO2 (voir Figure 3.37). Ce spectre a été mesuré en excitant une couche de TiO2 dopée par le colorant C500 et 
déposée par une technique de Dip-Coating sur un substrat en verre. La source utilisée pour exciter cette couche 
est une diode UV émettant à 370 nm. 
 
Figure 3.43. Spectre d’émission de la Coumarine 500 excitée à 370 nm à l’aide d’une diode UV TOYODA 
et mesuré par un spectrographe à fibre Andor Shamrock SR-163. 
En introduisant ce spectre dans les calculs développés au chapitre 2, nous sommes alors capables de simuler 
l’effet d’une cavité Fabry Pérot sur l’émission du colorant C500. 
3.4.3.2. Influence de la finesse de la cavité 
Intéressons nous ici au resserrement du spectre d’émission du fait de la finesse de la cavité Fabry Pérot. 
Soit une cavité Fabry Pérot composée d’un miroir métallique dont on considère le coefficient de réflexion 
constant (RAg = 0,967), et un miroir de Bragg dont on fait varier le nombre Nb de paires de couches de haut et 
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bas indice de réfraction afin de modifier la finesse de la cavité. Les dipôles situés à l’intérieur de cette cavité ont 
le spectre d’émission du colorant C500. 
On calcule alors que le spectre en sortie du miroir de Bragg, en fonction du nombre de paires de couches le 
composant, est : 
 
(a)
 
(b) 
Figure 3.44.  (a) : Spectre d’émission d’une couche luminescente placée dans une cavité Fabry Pérot 
d’épaisseur optique de 250 nm constituée par un miroir métallique de coefficient de réflexion constant (Rmetal = 
0,96) et d’un miroir de Bragg centré sur 500 nm dont on fait varier le nombre de paires de couche de haut et bas 
indice. (b) : Profil du coefficient de réflexion du miroir de Bragg suivant le nombre de paires de couches 
SiO2/TiO2 dont il est constitué. 
On remarque alors que : 
− plus la finesse de la cavité est importante, et plus le spectre d’émission de la cavité est resserré autour 
d’une longueur d’onde, 
− plus la finesse de la cavité est importante est plus l’énergie confinée dans le mode de la cavité est 
grande. 
Nous avons pu caractériser cet effet expérimentalement grâce aux échantillons réalisés par le LPCML et le 
LPMCN. En effet, la mesure du spectre de la marche 1 (voir Figure 3.40) pour une émission normale à la cavité  
donne : 
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Figure 3.45. Spectre de la marche 1 de notre échantillon pour un angle d’émission θ = 0 avec ajustement 
polynomial de degré 20 du spectre entre 400 et 550 nm. Ce spectre est obtenu sur le banc spectro-goniométrique 
pour un temps d’acquisition de 1000 s et la cavité est excitée à l’aide d’une diode centré sur 370 nm. 
La première remarque que l’on peut faire est la faiblesse du signal mesuré le rendant très bruité. Cela s’explique 
par : 
− le faible angle solide d’émission qu’intercepte la fibre du spectromètre, 
− la faible puissance d’émission de nos cavités du fait de leur faible stabilité dans le temps, 
− le recuit de la couche émettrice qui a pu endommager les fluorophores de cette couche rendant la 
conversion de lumière moins efficace, 
− l’étape de polissage qui a aussi pu endommager la couche émettrice. 
Nous avons donc décidé d’ajuster les spectres mesurés à l’aide d’un polynôme (courbe rouge de la Figure 3.45) 
et d’étudier les propriétés de ces cavités à partir de ces ajustements polynomiaux. Nous avons ainsi réalisé un 
ajustement polynomial sur chacun des spectres mesurés après avoir soustrait le signal d’offset mesuré sur le 
domaine 250 – 350 nm où nous n’avons aucun signal ni d’excitation ni d’émission. Ces ajustements ont été 
réalisés à partir de polynômes d’ordre 20. Ce degré a été choisi comme compromis afin de bien suivre les 
évolutions du spectre tout en minimisant les artefacts d’un tel ajustement comme par exemple les bosses 
observées vers 420 et 440 nm. 
On observe alors sur ce spectre une importante réduction de l’intervalle spectral d’émission du colorant C500 par 
rapport à son spectre hors cavité (voir Figure 3.43). On calcule que la largeur spectrale d’émission de la 
Coumarine 500 sans cavité est de l’ordre de 200 nm alors que la largeur spectrale d’émission de la marche 1 est 
de l’ordre de 30 nm. Une cavité Fabry Pérot a donc bien pour effet de resserrer le spectre d’émission de la 
couche luminescente. 
Dans le cas des OLED réalisées par le DIHS qui ne sont pas situées à l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot, on 
n’observe pas de réduction de l’intervalle spectral d’émission : 
Signal 
d’excitation 
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Figure 3.46. Spectre des deux types d’OLED réalisées par le DHIS. En bleu est représenté le spectre à 
partir du matériau luminescent et en rose le spectre des OLED réalisées à partir du matériau luminescent Alq3. 
La largeur spectrale d’émission de ces cavités reste donc importante et est de l’ordre de 150 nm. 
Le spectre d’émission de sources OLED simples est donc large et peut nuire aux performances de l’instrument 
développé au laboratoire (voir § 2.3.2). La réduction de l’intervalle spectral de ce type de source en vue de leur 
intégration dans le composant de l’instrument est donc nécessaire. 
Enfin, nous avons cherché à simuler le spectre d’émission de la marche 1 des échantillons réalisés au LPCML et 
LPMCN. Pour cela nous avons simulé le spectre d’émission de la cavité décrite sur la Figure 3.36 en faisant 
varier l’épaisseur du milieu 3 (milieu ou sont situés les dipôles) afin d’ajuster la simulation aux mesures. Nous 
obtenons le spectre suivant pour une cavité d’épaisseur 131,9 nm : 
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Figure 3.47. Simulation du spectre d’émission de la marche 1 pour une émission normale à la cavité. Le 
spectre simulé est celui d’une cavité de 131,9 nm d’épaisseur et d’indice de réfraction de 1,9 ainsi que celui 
d’une cavité dont l’épaisseur suit une loi gaussienne autour de la valeur d3 = 131,9 nm avec un écart type de 1,4 
nm. 
On calcule donc qu’une cavité de 131,9 nm permet de simuler le spectre d’émission de la marche 1 de nos 
échantillons. On retrouve ainsi la valeur de l’épaisseur théorique de la cavité que nous avons cherché à réaliser. 
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Toutefois, on remarque que le spectre simulé est moins large que celui mesuré. Cela peut s’expliquer par une 
certaine rugosité de la couche active déposée à l’intérieur de la cavité. En effet, une telle rugosité aurait pour 
effet d’élargir le pic d’émission de la cavité du fait d’une épaisseur de cavité variable autour de sa valeur 
moyenne d3 = 131,9 nm. En simulant cette rugosité à l’aide d’une distribution gaussienne d’écart type de 1,4 nm 
de l’épaisseur autour de sa valeur moyenne d3, on remarque qu’il est possible de retrouver la largeur du pic 
d’émission de la cavité. Une telle hypothèse est donc plausible. 
Cette hypothèse est confirmée par les travaux de S. Rabaste (Rabaste 2003) qui a caractérisé la rugosité de 
couches de TiO2 déposées par Dip coating. Il alors montré que ces couches ainsi déposées ont une rugosité de 
l’ordre de 1 nm rms, ordre de grandeur que l’on retrouve sur notre simulation. 
Enfin, on remarque la présence de signal dans le domaine 410 – 460 nm que nous ne simulons pas à l’aide de 
notre modèle. Nous donnerons dans le paragraphe suivant une hypothèse pour expliquer la présence de ce signal. 
Cependant, cette hypothèse n’a pas pu être confirmée expérimentalement. 
3.4.3.3. Influence de l’épaisseur de la cavité 
Elle est de deux natures. L’épaisseur de la cavité va, d’une part, déterminer le nombre de modes émis par la 
cavité et, d’autre part, permettre d’ajuster la longueur d’onde d’émission de ces modes. 
Plus l’épaisseur de la cavité est importante, et plus l’intervalle spectral entre deux résonances de la cavité sera 
faible. Il est alors possible de réaliser des cavités pour lesquelles une ou plusieurs résonances se situent dans le 
domaine spectral d’émission des dipôles situés dans la cavité créant des sources de lumières émettant une ou 
plusieurs longueurs d’onde distinctes : 
 
Figure 3.48. Simulation des spectres d’émission de la cavité représentée à la Figure 3.36 pour une 
épaisseur d3 = 131,9 nm et d3 = 1052 nm et une émission normale. Plus la cavité est épaisse et plus un nombre 
important de résonnances peuvent se trouver dans le domaine d’émission des dipôles situés à l’intérieur de cette 
dernière. 
Cela est par exemple utilisé pour réaliser des sources blanches à l’aide du même matériau émetteur en mixant 
trois couleurs d’émission : le bleu, le vert et le rouge (Dodabalapur 1996). Cependant, afin d’avoir un meilleur 
rendement, les sources blanches sont généralement réalisées à l’aide de plusieurs matériaux ou dopants de 
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couleurs différentes (Kanno 2005, Jou 2006, Cheng 2006). 
Pour notre application, une seule longueur d’onde d’émission est nécessaire, c’est pourquoi nous avons cherché à 
minimiser l’épaisseur de la cavité et choisi de réaliser des couches luminescentes d’environ 130 nm d’épaisseur. 
L’épaisseur de la cavité permet aussi d’ajuster la position du pic d’émission de cette dernière. En effet, suivant 
cette épaisseur, la relation de résonnance mc.λ = 2.L(λ), et donc la longueur d’onde d’émission de la cavité varie. 
Ainsi, on observe un décalage vers le rouge de l’émission lorsque l’on augmente l’épaisseur de la cavité et 
inversement si on la diminue : 
 
Figure 3.49. Influence de l’épaisseur de la cavité sur la position du pic de résonnance et donc de la couleur 
d’émission de la cavité. Ces simulations ont été réalisées pour la cavité représentée sur la Figure 3.36, une 
émission normale et les épaisseurs de cavités d3 = 132, 125 et 140 nm. 
L’hypothèse pour expliquer la présence de signal entre 410 et 460 nm sur les spectres mesurés peut alors être la 
présence de trous dans la couche luminescente, c'est-à-dire d’inhomogénéités dans l’épaisseur de la couche. En 
effet, en considérant une distribution d’épaisseur de la cavité comprise entre 120 et 132 nm, il est possible de 
simuler ce signal. Cependant, il nous a été impossible de confirmer cette hypothèse, c’est pourquoi nous ne la 
développerons pas ici. 
Le décalage du pic d’émission avec l’épaisseur de la cavité a pu être caractérisé expérimentalement grâce aux 
échantillons réalisés au LPCML et LPMCN. En effet, les marches réalisées à l’aide d’une couche neutre ont 
permis de faire varier l’épaisseur de la cavité de l’ordre de 5 nm par marche. On mesure ainsi : 
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Figure 3.50. Spectres d’émission mesurés et simulés des trois marches des échantillons réalisées au LPCML 
et LPMCN pour une émission normale à la cavité. 
On observe bien que, plus la cavité est épaisse, et plus son pic d’émission est décalé vers le rouge. Il est, par 
ailleurs, possible de simuler ce décalage en augmentant l’épaisseur de la cavité de quelques nanomètres.  
D’autre part, on remarque à nouveau une réduction de l’intervalle spectral d’émission pour ces trois marches par 
rapport à l’intervalle spectral d’émission de la couche luminescente sans cavité. 
 Pic d’émission Epaisseur de la cavité simulée 
(en nm) 
 
Longueur d’onde 
centrale (en nm) 
Largeur spectrale à mi-
hauteur (en nm) 
Marche 1 495,9 31,3 131,9 
Marche 2 505,9 28,3 134,5 
Marche 3 509,4 26,3 136 
Sans cavité 500 200  
Table 3.4 Longueur d’onde centrale d’émission et largeur spectrale à mi-hauteur des résonnances ainsi 
que les épaisseurs simulées des marches 1, 2 et 3 des échantillons réalisés au LPCML et LPMCN. 
En jouant sur l’épaisseur de la cavité, il est donc possible d’adapter la longueur d’onde centrale de la source au 
domaine spectral voulu, par exemple au domaine d’absorption des fluorophores utilisés dans le protocole 
biologique. 
3.4.3.4. Influence de l’angle d’émission 
Enfin, nous avons caractérisé les effets de l’angle d’émission sur le spectre de la cavité. 
La théorie nous dit que pour satisfaire la relation de dispersion de la cavité Fabry Pérot, la longueur d’onde 
d’émission est décalée vers le bleu avec l’angle d’émission. En effet, pour un angle d’émission interne de θ3 la 
longueur optique de la cavité devient L’(λ) = L(λ)*cosθ3. Ainsi, on doit observer un décalage de l’émission vers 
le bleu en cosθ3 avec l’angle d’émission de la cavité : 
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Figure 3.51. Diagramme d’émission simulé de la marche 1 (d3 = 131,9 nm) en fonction  de la longueur 
d’onde d’émission. En noir est représentée la variation de la longueur d’onde en cosinus de l’angle interne, i.e. 
en cosθ3. 
On remarque donc bien le décalage vers le bleu de l’émission. Cependant, ce décalage ne suit pas tout à fait la loi 
en cosθ3 comme initialement attendu. Cela peut provenir des variations des longueurs de pénétration dans le 
miroir de Bragg et le miroir métallique qui ne suit pas exactement une loi en cosθ3 contrairement à une cavité 
Fabry Pérot composée de miroirs parfaits. 
De nombreuses équipes travaillant sur les cavités ont mis en évidence expérimentalement ce phénomène (Takada 
1993, Dodabalapur 1994 a, Fisher 1995, Dodabalapur 1996, Dirr 1997, Sun 2005) et ont montré qu’il était 
d’autant plus important que la différence entre la position du pic de résonance à 0° et le pic d’émission sans 
cavité est grande (Sun 2005). 
Ce décalage vers le bleu avec la direction d’émission est un paramètre important dans notre configuration et peut 
éventuellement permettre de relâcher certaines contraintes sur la directivité et le filtrage de ces sources :  
− en positionnant la résonance de la cavité à 0° au niveau du début du spectre d’absorption des 
fluorophores, les directions d’émission pouvant exciter les plots voisins seront hors du spectre 
d’absorption des fluorophores car décalées vers le bleu. Ce signal d’excitation ne pourra alors pas 
exciter les plots voisins, ce qui réduit les contraintes de directivité dues au phénomène de diaphotie, 
c'est-à-dire d’excitation de plusieurs plots à l’aide d’une seule source d’excitation, 
− les directions d’émission de l’OLED pouvant être couplées par réflexion totale dans la lame de verre 
sont celles émises avec un angle important (supérieur à l’angle limite de réflexion totale) et sont donc 
fortement décalées vers le bleu. Elles pourront alors être plus facilement filtrées par les filtres utilisés 
en bout de lame par rapport au cas d’une OLED sans cavité ou le spectre de l’émission couplée dans 
la lame est plus proche, voire chevauchant, le spectre d’émission des fluorophores utilisés. 
Il est par ailleurs possible de limiter ce décalage vers le bleu de la longueur d’onde de résonance avec l’angle 
d’émission. Tokito et al. (Tokito 1996) a montré qu’en positionnant la longueur d’onde de résonance de la cavité 
à 0° vers les plus basses longueurs d’onde de la couche luminescente, il était possible de s’affranchir de la 
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dispersion angulaire des modes (c'est-à-dire des longueurs d’onde) de la cavité. En effet, le décalage vers le bleu 
de l’émission est dans ce cas limité par les longueurs d’onde possibles d’émission de la couche luminescente à 
l’intérieur de la cavité. Il obtient ainsi une OLED possédant une bonne directivité et un spectre étroit (12 nm) 
sans dispersion des longueurs d’onde plus courtes de la couche luminescente avec l’angle d’émission. Cela peut 
être une solution intéressante afin d’obtenir des sources directives et étroites spectralement. 
La caractérisation expérimentale de nos échantillons montre le décalage vers le bleu suivant en fonction de 
l’angle d’émission : 
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Figure 3.52. Evolution de la longueur d’onde maximale d’émission avec l’angle d’émission de la cavité. Est 
aussi représentée la formule théorique permettant de suivre cette évolution avec un schéma de la cavité 
indiquant les notations utilisées. λ0max représente la longueur d’onde maximale d’émission pour une émission 
normale à la cavité (θ5 = 0°). 
Nous observons donc bien ce décalage vers le bleu de l’émission de la source. Cependant, on remarque à 
nouveau que ce décalage est moins important qu’attendu par la loi en cosθ3. De même, le décalage mesuré est 
moins important que celui simulé sur la Figure 3.51. Les modèles nous permettent donc de prédire ce décalage 
vers le bleu, mais il le surestime par rapport à nos données expérimentales. Nous retrouvons, toutefois, que ce 
décalage vers le bleu dépend de la position relative de la résonance de la cavité à 0° par rapport au pic 
d’émission de la couche luminescente sans cavité : plus la résonance est éloignée de la longueur d’onde centrale 
d’émission de la couche, et plus le décalage vers le bleu est important (Sun 2005). 
En traçant les spectres d’émission mesurés en fonction de l’angle d’émission on remarque par ailleurs : 
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Figure 3.53. Spectres d’émission en fonction de l’angle d’émission de la marche 1. 
− l’élargissement spectral de la résonance avec l’angle d’émission. En effet, plus l’angle d’émission est 
important et plus le coefficient de réflexion du miroir de Bragg diminue entraînant alors une diminution 
de la finesse de la cavité et donc un élargissement spectral des résonances de la cavité, 
− l’apparition de nouvelles résonances au niveau des longueurs d’ondes les plus grandes du spectre 
d’émission de la couche luminescente sans cavité. Ces résonances correspondent à des résonances hors 
du spectre de la couche luminescente pour une émission à 0° et, du fait du décalage vers le bleu des 
résonances de la cavité avec l’angle d’émission, elles se retrouvent à l’intérieur du spectre de la couche 
luminescente sans cavité pour des angles d’émission importants. Ces résonances peuvent alors être 
observées sur le spectre d’émission de ces cavités. 
En conclusion, les modèles nous permettent de bien simuler le spectre d’émission de nos cavités pour des angles 
d’émission inférieur à 20°, mais surestiment le décalage vers le bleu pour des angles d’émission plus importants. 
3.4.4. Amélioration de la directivité 
Intéressons nous enfin aux effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés spatiales d’émission d’une couche 
luminescente. 
3.4.4.1. Influence de l’épaisseur de la cavité 
L’épaisseur de la cavité, en relation avec les propriétés spectrales de la couche émettrice, va permettre de : 
− déterminer le nombre de modes extrait de la cavité. Plus cette dernière est épaisse est plus un nombre 
important de modes pourront être extraits de la cavité, 
− ajuster l’angle d’émission des résonances de la cavité. 
 
 
 
 
Chapitre 3.  Etude expérimentale de l’instrument et modélisation 192 
 
 
 
(a) 
 
(b) 
 
Figure 3.54. Diagrammes d’émission normalisés en coordonnées polaires de la cavité décrit sur la Figure 
3.36 pour différentes épaisseurs de cavité et une longueur d’onde d’émission de λem = 510 nm. 
On remarque que : 
− suivant l’épaisseur de la cavité, il sera possible d’avoir une émission normale à la cavité (ici pour d3 = 
136 nm) ou bien une émission centrée sur une direction donnée. En effet, suivant l’épaisseur de la 
cavité, la position des modes de résonance dans l’espace de Fourier, c'est-à-dire la direction d’émission 
de ces modes, varie, 
− pour une épaisseur donnée, plusieurs résonances sont possibles à la longueur d’onde λem pour différents 
angles d’émission θ. Cela est dû au fait que la relation de dispersion de la cavité est satisfaite ici pour 
deux couples (θ, λ) avec ici λ =  λem fixe. Ainsi, plus l’épaisseur de la cavité est importante, et plus on 
observera un nombre important de résonances à la longueur d’onde λem. 
3.4.4.2. Influence de la finesse de la cavité 
La finesse de la cavité va permettre d’avoir un diagramme d’émission plus ou moins directif : plus la finesse est 
importante, et plus les modes de cavités seront resserrés dans une direction donnée. 
Ainsi, pour les OLED réalisées par le DIHS qui ne sont pas à l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot, ce que l’on 
peut considérer comme étant une cavité de finesse très faible, on mesure le diagramme d’émission suivant : 
d3 = λ/(2n3) ≈ 136 nm 
d3 = 8λ/(2n3) ≈ 1073 nm 
d3 = 136 nm 
d3 = 190 nm 
1073 nm 
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Figure 3.55.  (a) : Diagramme d’émission en coordonnées polaires mesuré et simulé de l’OLED à base de 
dopant rouge réalisée par le DIHS. La longueur d’onde d’émission est ici de 680 nm. (b) : structure de l’OLED 
réalisée par le DIHS et simulée. 
On remarque tout d’abord la relative bonne correspondance entre le diagramme d’émission mesuré et celui 
simulé. L’émission d’une OLED sans cavité Fabry Pérot peut donc être considérée comme quasi-Lambertienne. 
Cela confirme le fait qu’il est nécessaire d’améliorer la directivité de ces sources pour les intégrer dans 
l’instrument développé au laboratoire. En effet, une source ayant cette émission verra une part non négligeable 
de son énergie couplée dans le composant par réflexion totale, limitant fortement les performances de 
l’instrument (voir Figure 2.20 (b)). 
En utilisant des électrodes métalliques plus épaisses, il serait possible d’augmenter le coefficient de réflexion de 
ces couches et donc de créer des effets de cavité. Par exemple, une épaisseur d’Argent de 15 nm donne un 
coefficient de réflexion de l’ordre de 0,65 alors qu’avec une épaisseur de 50 nm on obtient un coefficient de 
réflexion de 0,967 entre un milieu d’indice de réfraction de 1,7 et un milieu d’indice de réfraction de 1. 
Lorsque que l’on place la couche luminescente dans une cavité Fabry Pérot (cas des échantillons du LPCML et 
LPMCN), on mesure les diagrammes d’émission suivants. Cette mesure est réalisée en intégrant les spectres 
d’émission mesurés sur une plage de longueur d’onde donnée. Afin de ne prendre en compte que la longueur 
d’onde centrale d’émission λem, on intègre ici sur le domaine spectral λem +/- 2 nm. 
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Figure 3.56. Diagrammes d’émission mesurés et simulés des marches 1 2 et 3. Les diagrammes d’émission 
ont été mesurés pour la longueur d’onde centrale d’émission λem de ces cavités. Les simulations ont été réalisées 
pour les épaisseurs et longueur d’onde d’émission données dans la table 3.4. En vert est représentée une 
émission Lambertienne. 
On observe donc sur ces diagrammes d’émission une importante amélioration de la directivité de la source par 
rapport à une source Lambertienne représentant le diagramme d’émission d’une OLED classique. Les cavités 
réalisées permettent ainsi d’avoir une émission comprise dans un cône de demi-angle au sommet de 30°. Dans ce 
cas, très peu de signal d’excitation sera couplé directement dans le composant permettant d’obtenir de bonne 
limite de détection (voir figure 2.20 (d)). En effet, le diagramme d’émission de la marche 3 est très proche d’un 
diagramme d’émission en cos5θ utilisé lors de l’étude théorique de l’effet du couplage du signal d’excitation 
dans la lame sur les performances de l’instrument. 
 
Figure 3.57. Diagramme d’émission de la marche 3 (calculé pour ∆λ = λem +/- 2 nm) comparé à un 
diagramme d’émission en cos5θ utilisé pour simuler le diagramme d’émission de sources directives dans le 
paragraphe 2.3.2. 
Marche 1 Marche 2 
Marche 3 
∆λ = λem +/- 2 nm 
Simulation 
Emission Lambertienne 
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On observe, par ailleurs, une relativement bonne correspondance entre les diagrammes d’émission simulés à 
partir du modèle et les données expérimentales. 
En effet, pour chacune de trois marches, les diagrammes d’émission obtenus par la simulation et les expériences 
sont compris dans le même cône d’émission de demi-angle au sommet d’environ 30°. De plus, on retrouve sur 
les marches 1 et 2 les résonances à 12 et 8° respectivement données par les simulations alors que sur la marche 3 
on observe uniquement une résonance pour 0° comme le donne la simulation. Ces résonances sont toutefois 
moins marquées sur les données expérimentales que sur les simulations. Une hypothèse est qu’elles sont 
atténuées par une surestimation du signal à 0° du fait de la contribution du signal d’excitation pour les faibles 
angles d’émission (la diode d’excitation a une émission dans un cône de demi-angle au sommet de 10°). 
On peut donc estimer que le modèle que nous avons utilisé permet de bien rendre compte des propriétés spatiales 
d’émission de cavité. Cela pourra alors nous permettre dans des travaux futurs de dimensionner des cavités plus 
facilement et d’étudier théoriquement les effets de telle ou telle cavité sur les propriétés d’émission de dipôles en 
vue de l’intégration de ce type de sources dans notre instrument. 
3.4.4.3. Dispersion angulaire des modes de la cavité 
Enfin, nous avons évoqué au paragraphe 3.4.2 la dispersion angulaire des différents modes de la cavité lorsque la 
finesse de cette dernière devient trop importante vis-à-vis de la largeur spectrale des dipôles situés à l’intérieur 
de la cavité. En effet, le diagramme d’émission d’une cavité dépend aussi de sa longueur d’onde d’émission. 
Afin de satisfaire les conditions de résonnances de la cavité pour différentes longueurs d’onde, l’angle 
d’émission de ces longueurs d’onde varie : 
 
Figure 3.58. Evolution du diagramme d’émission simulé de la marche 3 pour différentes longueurs d’onde 
d’émission : 480, 490, 500 et 510 nm. Le diagramme d’émission (a) correspond à un miroir de Bragg de 3,5 
paires de couches et le diagramme d’émission (b) correspond à un miroir de Bragg de 4,5 paires de couches. 
Plus la finesse de la cavité est importante et plus les effets chromatiques seront importants car chaque mode sera 
resserré dans une direction donnée. Cet effet sera d’autant plus gênant que le spectre d’émission de la couche 
luminescente est large. En effet, plus de longueurs d’onde pourront être excitées et donc être dispersées 
angulairement par la cavité. De plus, chaque longueur d’onde n’excite pas de la même manière un fluorophore 
donnée. Pour que chaque évènement de reconnaissance moléculaire sur un plot biologique donné contribue de la 
même manière au signal de fluorescence, il est donc nécessaire d’avoir une source d’excitation ayant un spectre 
d’émission invariable avec l’angle d’émission. Il nous faut donc minimiser cette dispersion angulaire des 
longueurs d’onde d’excitation pour nos applications. 
λem = 510 nm 
λem = 500 nm 
λem = 490 nm 
λem = 480 nm 
(a) (b) 
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Ce problème se pose pour les OLED qui ont un spectre d’émission large (voir Figure 3.43 et Figure 3.46). En 
effet, on mesure un décalage vers le bleu non négligeable de l’émission des échantillons réalisés au LPCML et 
LPMCN ce qui équivaut à une dispersion angulaire des différentes longueurs d’onde de la couche luminescente. 
Afin d’avoir un diagramme d’émission le plus directif possible et ce sans dispersion angulaire des différentes 
résonnances de la cavité, il est donc nécessaire de choisir une couche luminescente présentant le spectre 
d’émission le plus étroit possible. 
3.4.5. Effet d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une OLED – 
Conclusions 
La réalisation d’OLED par le département DIHS du CEA-Grenoble nous a, dans un premier temps, permis : 
− de tester le fonctionnement d’OLED pompées électriquement et de réaliser un démonstrateur de sources 
sur substrat en verre pour le projet, 
− d’illustrer le besoin de réduire la largeur spectrale d’émission et d’améliorer la directivité de ces sources 
en vue de leur utilisation pour le projet. 
Les mesures effectuées sur les cavités Fabry Pérot réalisée au LPCML et LPMCN nous ont ensuite permis de 
caractériser les effets d’une telle cavité sur l’émission d’OLED : 
− la réduction de la largeur spectrale d’émission en fonction de la finesse de la cavité, 
− l’ajustement possible de la longueur d’onde d’émission avec l’épaisseur de la cavité, 
− l’amélioration de la directivité de la source en fonction de la finesse de la cavité, 
− le décalage vers le bleu du spectre de la source en fonction de l’angle de l’angle d’émission. 
Ces cavités ne nous ont cependant pas permis de caractériser une augmentation du signal à l’intérieur de leurs 
résonances, effet important d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission de dipôles. En effet, la fragilité 
des couches déposées et leur trop faible rendement ne nous ont pas permis d’effectuer des mesures quantitatives 
entre les différents échantillons testés avec et sans cavité. 
La bonne correspondance de ces mesures avec les simulations réalisées à partir des modèles décris au chapitre 2 
nous permet de valider une approche théorique de l’étude des performances de l’instrument développé au 
laboratoire en fonction des caractéristiques optiques d’une cavité Fabry Pérot simulées par ces modèles. Nous 
allons donc, dans le paragraphe suivant, regarder si les propriétés des cavités Fabry Pérot réalisées au LPCML et 
LPMCN peuvent être intégrées à l’instrument sans en détériorer les performances. 
3.4.5.1. Analyse des propriétés des cavités réalisées sur les performances de l’instrument 
Pour cette analyse, nous reprenons le travail présenté au paragraphe 2.3.2et insérons dans nos calculs les 
propriétés des cavités que nous avons mesurées. 
Tout d’abord regardons l’effet de la directivité des cavités réalisées au LPCML et LPMCN sur les performances 
de détection de notre instrument du fait de l’éclairage direct du détecteur par la source d’excitation (voir § 
2.3.2.4). 
Considérons les diagrammes d’émission simulés des marches 1, 2 et 3 de nos échantillons et calculons le 
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coefficient γ définit par l’équation 2.14 : 
 Marche 1 Marche 2 Marche 3 cos5θ 
Coefficient γ 0,0915 0,0914 0,0918 0,0038 
Table 3.5 Coefficient gamma calculé pour les diagrammes d’émission simulés des trois marches des 
échantillons réalisés par le LPCML et le LPMCN et pour un diagramme d’émission en cos5θ. 
On remarque que ce coefficient est bien plus important pour les diagrammes d’émission des cavités que nous 
avons caractérisées par rapport à celui d’un diagramme d’émission suivant la loi cos5θ. En effet, les diagrammes 
d’émission des marches 1, 2 et 3 ont une résonance vers 75° ce qui entraîne qu’une part bien plus importante de 
signal est couplée par réflexion totale dans la lame par rapport à une source dont le diagramme d’émission suit la 
loi cos5θ. 
Pour une source ayant un diagramme d’émission identique à celui de la marche 1 et ayant un spectre d’émission 
d’une OLED basée sur le matériau Alq3 (voir Figure 2.17 b), il est alors nécessaire de filtrer en émission et en 
excitation avec des taux de réjection supérieur à 10-6 afin d’obtenir des performances de détection de 1 
molécule/µm² : 
 
Figure 3.59. Rapport signal sur bruit (SNR) obtenu à l’aide du diagramme d’émission de la marche 1 et ce 
suivant le taux de réjection du filtrage utilisé en émission et en excitation pour une détection de 1 molécule/µm². 
On remarque que les diagrammes d’émission des cavités Fabry Pérot que nous avons caractérisées ne sont pas 
suffisamment directifs pour avoir de bonnes performances sur l’instrument développé au laboratoire. En effet, 
leur résonance vers 75° nuit fortement aux performances de l’instrument. Il est donc nécessaire de réaliser des 
cavités n’ayant pas de résonances pour des angles supérieurs à l’angle limite de réflexion totale à l’intérieur de la 
lame de verre. 
Pour la même cavité que la marche 1 mais composée d’un miroir de Bragg constitué de 4,5 paires de couches, on 
trouve cette fois : 
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Figure 3.60. (a) : Diagramme d’émission d’une cavité identique à la marche 1 mais composé d’un miroir de 
Bragg constitué de 4,5 paire de couches de haut et bas indice de réfraction. (b) : Rapport signal sur bruit SNR) 
obtenu à l’aide de ce diagramme d’émission et ce suivant le taux de réjection du filtrage utilisé en émission et en 
excitation pour une détection de 1 molécule/µm². 
Une telle cavité permettrait donc de relâcher quelque peu les contraintes de filtrage en émission et en excitation 
et nécessiterait des taux de réjection de l’ordre de 10-5. Cependant la résonnance vers 60° nuit toujours aux 
performances de l’instrument. Les filtres utilisés actuellement en émission, d’un taux de réjection de 10-6 
pourraient toutefois suffire, et il faudrait réduire suffisamment l’intervalle spectral d’émission de la source pour 
avoir l’équivalent d’un taux de réjection en excitation de 10-5. 
Au niveau de la réduction de l’intervalle spectral des sources par les cavités Fabry Pérot, il est plus difficile de 
quantifier le gain. En effet, il aurait fallu réaliser des sources dont le spectre d’émission permet d’exciter les 
fluorophores Cy3 utilisés dans l’instrument afin de pouvoir le comparer avec les filtres actuellement utilisés. De 
plus, les mesures que nous avons effectuées sont trop bruitées pour pouvoir évaluer le taux de réjection de la 
cavité dans un domaine spectral donné, c'est-à-dire représentant le domaine de transmission d’un filtre en 
émission ou en excitation. Nous pouvons cependant dire qu’il sera nécessaire de réaliser des cavités les plus 
planes possibles afin d’éviter tout élargissement de spectre et la présence de signal hors de la résonnance 
principale de la cavité comme c’est le cas sur nos échantillons. 
Enfin, nous n’avons pas eu le temps d’évaluer l’influence de la dispersion angulaire des modes de la cavité sur 
les performances de l’instrument. Toutefois, étant donnée que cette dispersion nuit à la directivité globale de la 
source, nous pouvons déjà dire qu’il sera nécessaire de trouver des matériaux luminescents ayant le spectre le 
plus étroit possible afin de limiter au maximum cette dispersion.  
En émission En excitation 
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Conclusions générales 
Le travail présenté dans ce mémoire s’est articulé autour du domaine des biocapteurs à fluorescence pour la 
détection d’agents pathogènes hors laboratoire. A partir d’un instrument développé au laboratoire, le travail de 
thèse a consisté à rechercher les possibilités de miniaturisation du dispositif par l’étude des possibilités d’intégrer 
les sources d’excitation directement dans le composant de l’instrument. Pour cela, les sources organiques de type 
OLED, de par leurs avantages vis-à-vis des sources inorganiques, ont été choisies pour être intégrées. 
Toutefois, une étude théorique des performances de l’instrument en fonction des propriétés spectrales et spatiales 
d’émission des sources OLED a montré qu’il était nécessaire de modifier leurs propriétés d’émission afin 
d’atteindre des sensibilités de détection acceptables pour les applications visées. De plus, la configuration de 
l’instrument utilisant le composant comme collecteur du signal de fluorescence nous a poussé à étudier les 
interactions en champ proche d’un fluorophore avec un milieu stratifié afin de définir une structure permettant 
l’intégration des sources d’excitation et la collecte du signal dans le même composant. 
Le travail de thèse a donc consisté à étudier les propriétés d’émission d’un dipôle en fonction de son 
environnement afin de définir des structures permettant l’intégration de sources d’excitation de type OLED et la 
collecte du signal de fluorescence dans le même composant. Une structure commune, la cavité asymétrique, a 
alors été définie afin de pouvoir modéliser à la fois les propriétés d’émission de sources OLED ainsi que le 
phénomène de couplage de la fluorescence dans le composant. A partir de travaux présentés dans la littérature, 
nous avons donc développé plusieurs modèles théoriques permettant de modéliser l’émission de dipôles situés à 
l’intérieur d’une cavité asymétriques quelconque et d’en connaitre les différentes voies de relaxation de 
l’énergie. 
 
Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer les effets d’une couche mince de fort indice de 
réfraction sur la collecte de la fluorescence dans le composant. En effet, plusieurs équipes utilisent de telles 
couches afin de collecter le signal de différents plots biologiques et le guider en bout de composant vers un 
détecteur résolu spatialement. L’utilisation d’une telle couche nous a donc paru être une solution afin de confiner 
le signal de fluorescence en surface de composant et ainsi éviter les interactions avec les structures des sources 
intégrées sur la face opposée. 
Bien que les modèles théoriques nous ont permis de montrer qu’une telle couche permettait de créer de nouvelles 
voies de relaxation de l’énergie pour les dipôles situés à l’interface du composant, nous avons calculé que très 
peu d’énergie pouvait y être confinée en comparaison de celle couplée dans le guide épais. La réalisation de 
plusieurs lames de verre possédant une couche mince de fort indice de réfraction à leur surface nous a ensuite 
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permis de caractériser expérimentalement les effets d’une telle couche mince et de confirmer nos résultats 
théoriques. Nous avons ainsi montré que suivant l’épaisseur optique de cette couche, il est possible d’améliorer 
la quantité de signal couplé dans le composant tout en réduisant le volume de mesure et donc la contribution des 
signaux non spécifiques provenant du volume de l’échantillon testé. Une couche mince de Nitrure de Silicium de 
200 nm d’épaisseur et d’indice de réfraction de 2,2 nous a par exemple permis d’améliorer d’un facteur deux le 
rapport signal sur bruit en bout de lame.  
Les expériences en champ proche réalisées sur ces lames ont confirmé que très peu de signal était confiné dans 
les couches minces. Ce résultat, important pour le domaine des biocapteurs, montre que les instruments utilisant 
des guides d’onde afin de collecter le signal de fluorescence des plots biologiques ne peuvent atteindre de bonnes 
performances. En effet, très peu de signal spécifique est, d’une part, collecté par ces guides d’onde et, d’autre 
part, le signal couplé dans l’ensemble de la lame détériore fortement le contraste en bout de lame nuisant ainsi au 
rapport signal sur bruit de l’instrument. Cela nous a donc permis de conforter l’intérêt de la configuration de 
l’instrument développé au laboratoire qui détecte l’ensemble des signaux couplés dans la couche mince et dans 
le composant et qui utilise un balayage discret des différents plots biologiques afin de dissocier leur signal.  
Une suite intéressante à ces travaux serait de tester d’autres types de couches minces de caractéristiques optiques 
proches de celles du Nitrure de Silicium mais présentant une autofluorescence plus faible afin de diminuer 
encore le bruit sur les mesures. Une couche de Ta2O5 pourrait être un candidat intéressant. Par ailleurs, la 
recherche d’une chimie de greffage adaptée à ces matériaux doit aussi être menée afin d’avoir les mêmes 
performances pour les réactions biologiques que sur du verre simple pour lequel la chimie de greffage est 
optimisée. Une étude plus poussée de la dépendance du couplage de la fluorescence selon l’altitude des dipôles 
pourrait aussi apporter des informations importantes et comprendre les différences existantes entre les données 
expérimentales et théoriques que nous avons observées. Enfin, une couche mince de fort indice de réfraction ne 
permettant pas de confiner le signal en surface de composant, une autre solution doit être trouvée afin de limiter 
les interactions entre le signal de fluorescence et les structures des sources intégrées dans la face opposée du 
composant. 
 
La seconde partie du travail présenté dans ce mémoire a consisté à rechercher des solutions afin d’intégrer les 
sources d’excitation dans le composant du biocapteur. Pour cela, les sources organiques, de part leur simplicité 
structurelle, la possibilité de les réaliser sur des substrats en verre ou plastique, et leurs potentiels faibles coûts de 
fabrication ont été choisies pour cette intégration. Une étude expérimentale de ces sources couplée à une analyse 
système de notre chaine de détection a permis de mettre en avant les optimisations nécessaires de leurs propriétés 
d’émission pour leur intégration. Une solution basée sur l’utilisation de cavités Fabry Pérot afin de contrôler 
leurs propriétés spectrales et spatiales a alors été proposée. Une série d’expériences et de modélisations sur des 
sources organiques placées à l’intérieur de cavité Fabry Pérot a permis de montrer la faisabilité d’intégrer ce type 
de sources dans notre instrument grâce aux contrôles de leurs propriétés d’émission. En effet, ces cavités nous 
ont permis de fortement réduire le spectre d’émission de couches luminescentes organiques (∆λ ≈ 30 nm), de 
faire varier leur longueur d’onde d’émission, et de les rendre directives (∆θ = 30°). 
Cependant, le spectre large des sources organiques entraine une dispersion angulaire des résonances de la cavité 
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qui se caractérise par un décalage vers le bleu avec l’angle d’émission et l’apparition de nouvelles résonances à 
des longueurs d’ondes plus grandes. Afin de réduire cette dispersion pouvant entrainer un couplage du signal 
directement dans la lame et donc nuire à la sensibilité du système, il serait donc intéressant de continuer ces 
travaux sur des sources dont le spectre d’émission est moins large. Pour cela, nous avons identifié des sources 
dérivant des OLED et dénommées les "QdotLEDs" (Coe 2002), dont le fonctionnement est similaire aux OLED 
excepté que la couche émettrice est remplacée par des boites quantiques émettrices de lumière. Les avantages de 
ces sources vis-à-vis de notre application sont qu’elles présentent naturellement un spectre étroit et de très bons 
rendements quantiques. Plusieurs études ont montré que ce type de source située dans des cavités Fabry Pérot 
pouvait permettre de contrôler encore plus finement le spectre d’excitation, d’obtenir de meilleures directivités 
tout en minimisant la dispersion angulaire des résonances de la cavité, et d’avoir des puissances d’excitation plus 
importantes qu’avec des OLEDs classiques (Sung 2006, Bulović 2007). Ce type de sources pourrait alors 
présenter de nombreux avantages pour l’intégration de la détection optique dans les biocapteurs à fluorescence 
de part leurs propriétés spectrales adaptées aux problèmes inhérents à la détection d’un signal de fluorescence. 
 
Enfin, l’étude des possibilités d’intégrer un détecteur optique directement sur la face de sortie de la lame de verre 
est une suite envisageable à ce travail de thèse afin de réaliser un dispositif entièrement intégré. Cette intégration 
pourrait par exemple se faire à l’aide de photodiodes organiques dont le fonctionnement s’apparente au 
phénomène inverse d’émission de photons par les OLEDs. 
 
En conclusion, cette thèse a permis de conforter l’intérêt de la configuration de l’instrument développé au 
laboratoire par rapport aux autres dispositifs présentés dans la littérature qui sont généralement moins robustes 
ou qui présentent des faibles sensibilités de détection. Un balayage discret des différents plots biologiques et la 
collecte du signal de fluorescence dans le composant semblent en effet être un très bon compromis pour réaliser 
des dispositifs sensibles, robustes et compacts. De plus, nous avons montré l’intérêt des sources organiques de 
type OLED pour la miniaturisation des biocapteurs optiques afin de réaliser des dispositifs facilement 
transportables et utilisables en extérieur. Les nombreux avantages de ces sources et leur maturité technologique 
en font aujourd’hui des candidates solides pour de nombreuses applications optiques dans le domaine des 
biotechnologies. 
 
 
 
  
 
 
Annexe A. Description des bancs de 
mesures 
Cette annexe a pour but de décrire le matériel et protocoles de mesures utilisés pour les trois bancs de mesure qui 
ont été mis au point au cours du travail de thèse et dont le principe e été présenté au chapitre 3. 
A.1. Le banc microscope 
A.1.1. Présentation du banc de mesure 
Le banc microscope a pour but de comparer la collecte et le guidage des signaux de fluorescence de plots 
biologiques suivant le composant sur lesquels ils sont situés. 
Il est composé d’une voie de référence permettant de normaliser les niveaux de fluorescence des différents plots, 
et d’une voie analogue au principe de détection de l’instrument développé au laboratoire : 
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Figure A.1. Photographie du banc de mesure microscope tel qu’il a été monté et utilisé au cours du travail 
de thèse. 
A.1.2. Matériel 
Le microscope à épi-fluorescence est réalisé à partir d’un microscope à épi-fluorescence BX51M de chez 
Olympus et est équipé : 
− d’une lampe Halogène (Olympus Optical AXLH100) ou d’une lampe à Mercure HBO100 suivant la 
puissance du signal d’excitation désirée, 
− d’un objectif Olympus x5 (ouvert à 0,15) ou x10 (ouvert à 0,30), 
− d’un cube équipé de filtres adaptés aux fluorophores organiques Cy3 (Olympus Cy3 U-M41007A, 
C10833). 
− d’une caméra CCD Andor DV438, avec une carte d’acquisition PCI CCI-010 afin d’acquérir sur un 
ordinateur les mesures des signaux de fluorescence collectés par le microscope. 
Un photomultiplicateur analogique Hamamatsu H8249-10 est placé en bout de lame. La caractérisation de ce 
détecteur a été réalisée pendant le travail de Diplôme de Recherche Technologique de Damien Du Bouëtiez (Du 
Bouëtiez 2006) et la relation permettant de remonter au nombre de photo-évènements NPhe en fonction de la 
tension de sortie Vout et de la tension de gain Vg appliquée au détecteur est : 
outgPhe VVN ⋅=
−740
 Eq. A.1. 
L’acquisition de la tension de sortie du photomultiplicateur est effectuée grâce à l’utilisation d’un boîtier 
d’acquisition analogique USB Measurement Computing PMD-1208FS ayant une résolution de 12 bits et une 
Microscope à épi-fluorescence 
servant de voie d’excitation et de 
référence 
Caméra CCD refroidie 
Composant testé (lame de verre 
recouverte ou non d’une couche 
mince de fort indice de réfraction) 
Détecteur en bout de lame 
(Photomulitiplicateur) 
Platine de translation deux axes XY 
Boitier d’acquisition des 
mesures 
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cadence d’acquisition de 50 kB/s. 
Deux filtres d’émission ont été positionnés devant le détecteur afin de filtrer le signal d’excitation. Ces filtres 
sont un filtre coloré passe-haut OG570 (Schott) et un filtre interférentiel 595AF60 (Omega Optical) centré sur 
595 nm et large de 60 nm. Ce sont les deux filtres utilisés habituellement dans l’instrument développé au 
laboratoire. 
Une platine deux axes XY Prior 1600 est utilisée afin de faire varier la position de la lame de verre par rapport 
au spot d’excitation. 
Enfin, une photodiode TAOS (TSL250-R) couplée à une densité optique (D = 3) est utilisée pour contrôler la 
puissance du signal d’excitation au cours des mesures. 
Le fonctionnement de ce banc (acquisition des images en épi-fluorescence, acquisition du signal en bout de 
lame, déplacement de la platine et contrôle de la tension d’excitation) est contrôlé à partir d’un programme écrit 
dans le langage Visual Basic .6. 
Par ailleurs, une étude des incertitudes de mesures a été effectuée sur ce banc et a permis de donner quelques 
règles de mesures :  
− plus nous effectuons un nombre important d’acquisitions par le boîtier USB de la tension du 
photomultiplicateur et plus l’incertitude sur cette tension diminue. Nous avons par ailleurs montré qu’au 
delà de 800 acquisitions, le bruit de mesure ne diminue plus. Nous effectuerons donc systématiquement 
l’acquisition de 800 mesures par le boîtier USB dont on considérera la moyenne pour chaque mesure de 
la tension du photomultiplicateur. 
− afin de s’affranchir de la rémanence du photomultiplicateur utilisé, il est nécessaire de déplacer le spot 
d’excitation vers une zone non fluorescente entre deux mesures et de limiter l’exposition continue du 
photomultiplicateur à une source lumineuse, 
− l’accélération de la platine de déplacement doit être minimale afin d’avoir une bonne reproductibilité de 
positionnement. 
A.1.3. Protocole de mesure 
Le protocole de mesure utilisé a été fait l’objet d’une automatisation sous programme Visual Basic .6. Ce 
protocole, pour chaque plot fluorescent d’un composant, est le suivant : 
− acquisition de 800 mesures de la tension du photomultiplicateur dont on considère par la suite la 
moyenne et l’écart type, 
− acquisition de 5 images en épi-fluorescence, 
− acquisition de 800 mesures de la tension de la photodiode contrôlant la stabilité du signal d’excitation, 
− acquisition de 800 mesures de la tension du photomultiplicateur pour une position du spot d’excitation 
juste à côté du plot fluorescent afin de mesurer l’offset sur nos mesures dû au signal d’excitation ou à 
d’autres sources de lumière parasite (par exemple l’écran d’ordinateur). 
L’analyse des images en épi-fluorescence est réalisée avec le logiciel de traitement d’image ImageJ. Cette 
analyse consiste à définir deux régions d’intérêt entourant la région fluorescente que l’on désire mesurer et une 
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région non fluorescente à l’intérieur du spot d’excitation représentant l’offset sur nos mesures (voir Figure A.2). 
L’intégration du signal dans la région d’intérêt 1 corrigée par la moyenne du signal dans la région d’intérêt 2 
ramenée au nombre de pixels de la région 1 permet alors d’avoir accès au signal spécifique du plot fluorescent. 
 
Figure A.2. Image d’un plot fluorescent acquis en épi fluorescence et représentation des régions d’intérêts 
utilisées pour le calcul du signal de fluorescence et du signal d’offset. 
Nous corrigeons alors pour chaque plot fluorescent le signal mesuré en bout de lame suivant la formule : 
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Eq. A.2. 
où Si représente le signal spécifique du plot i, MiPM et OiPM sont les moyennes des 800 mesures de la tension du 
photomultiplicateur pour le plot fluorescent et l’offset respectivement, Miépi et Oiépi sont respectivement les 
signaux de la région d’intérêt 1 et 2 (ramené au nombre de pixels de la région 1) des images acquises en épi-
fluorescence, Miexci le signal moyen d’excitation, et 
exci
refS
 et 
épi
refS
 sont des valeurs arbitraires prises comme 
référence pour les signaux d’excitation et d’épi-fluorescence respectivement. 
Grâce à ce protocole de mesure et de dépouillement des résultats, il est alors possible de comparer l’efficacité de 
la collecte de fluorescence et de son guidage de différents composants entre eux. 
Région d’intérêt 1 : 
signal du plot 
Région d’intérêt 2 : 
signal d’offset 
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A.2. Banc Champ proche 
A.2.1. Présentation du banc de mesure 
Le but de ce banc de mesure est de pouvoir mesurer la répartition d’énergie dans la lame de verre et d’évaluer le 
confinement du signal dans la couche mince de haut indice de réfraction située à la surface de cette dernière. 
Ce banc utilise un spectrographe à fibre afin de collecter le signal en bout de lame ainsi qu’une voie de référence 
afin de pouvoir normaliser les niveaux de signal des plots fluorescents entre eux. 
  
Figure A.3. Schéma du banc "champ proche". Ce banc est constitué d’un laser comme source d’excitation, 
d’un système d’imagerie normal au substrat et d’un système de mesure en champ proche en sortie de lame 
résolue spectralement. 
A.2.2. Matériel 
Le dispositif d’excitation des plots fluorescents est composé : 
− d’un laser Hélium Néon Melles Griot 05-LGP-193, dont la longueur d’onde d’émission est λexc = 543,5 
nm et la puissance maximale Pmax = 5 mW, 
− d’un mesureur de puissance Anristu, Optical Handy Power Meter ML9002A, afin de contrôler la 
puissance du laser. 
Deux systèmes de collection sont utilisés, l’un normal à la lame de verre qui nous sert de voie de référence, et 
l’autre en bout de lame afin de mesurer la répartition de l’énergie selon la tranche de la lame. 
Le système d’imagerie positionné perpendiculairement au substrat est composé : 
− d’une caméra CCD Hi-Sis 23E de EuroPixel, 
− d’un objectif Canon : f’ =  50 mm, 1 : 1.2 et d’un objectif Computar : f’ = 25 mm, 1 : 1.4 montés en 
doublet afin d’obtenir un grandissement de 2, 
− d’un filtre coloré passe haut BA590 (Schott) positionné entre les deux objectifs du doublet. 
Le système de collection en bout de lame est, quant à lui, constitué : 
− d’un spectrographe à fibre refroidie ANDOR Shamrock SR-163 (SR163-GRT-0300-0500) possédant un 
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Plot fluorescent 
Lame séparatrice 
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réseau de 300 L/mm et une fente de 100 µm x 3 mm (SR1-SLT-0100-3) pour une résolution de 0,5 nm 
sur une plage de longueur d’onde de 350 à 750 nm, 
− d’une fibre optique monomode de 8 µm de cœur, 
− d’un platine de translation motorisée Newport MFA25-CC possédant une résolution de mouvement de 
100 nm sur une course de 25 mm afin de déplacer la fibre selon la tranche de la lame. 
Enfin, la lame de verre est montée sur deux platines de translation manuelles en configuration XZ afin de 
pouvoir aisément faire correspondre la position du spot d’excitation du laser qui est fixe avec la position du plot 
fluorescent sur la lame. 
A.2.3. Protocole de mesure 
Les mesures réalisées sur ce banc ont été menées de la manière suivante : 
Pour chaque position de fibre en face de la lame on acquiert : 
− 5 spectres à l’aide du spectrographe à fibre, 
− 5 images à l’aide de la caméra. 
Le pas de déplacement de la fibre face à la lame est de 10 µm et est réalisé  grâce à la platine de translation 
motorisé. 
Les mesures réalisées à l’aide de la caméra sont dépouillées d’une manière analogue à celle décrite pour les 
mesures en épi-fluorescence du banc microscope (voir § A.1.3). 
Une moyenne des 5 spectres acquis pour chaque position de la fibre est ensuite réalisée. On y soustrait alors le 
signal d’offset mesuré sur un domaine ne percevant ni signal de fluorescence ni signal d’excitation, c'est-à-dire, 
pour nos expériences, sur le domaine 300 – 500 nm. On intègre ensuite les spectres obtenus sur le domaine de 
transmission du filtre en émission actuellement utilisé dans l’instrument développé au laboratoire. 
Du fait de la taille de la fibre vis-à-vis de la taille des couches minces à caractériser, une méthode de 
déconvolution est ensuite effectuée afin de remonter à la répartition de l’énergie dans la lame. Cette méthode de 
déconvolution consiste à considérer chaque point en sortie de lame comme une source ponctuelle émettant dans 
un angle solide défini par l’ouverture numérique en sortie de couche mince ou en sortie de lame suivant sa 
position. Cette méthode est détaillée dans le chapitre 3 (§ 2.3.4.4) et peut se résumé sur le schéma suivant : 
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Figure A.4. Illustration de la méthode déconvolution effectuée afin de remonter à l’énergie confinée dans 
la couche de Nitrure et celle guidé dans la lame de verre. I’N et I’v représentent les intensités maximales 
mesurées par la fibre face à la couche mince de Nitrure et face à la lame de verre et IN et Iv représentent les 
intensités totales (intégrées sur leurs angles solides d’émission) de l’émission de chacune des sources 
ponctuelles situées respectivement à la sortie de la couche de Nitrure et de la lame de verre. 
L’ouverture numérique en sortie de la couche de Nitrure est définie à partir de la relation donnant l’ouverture 
numérique d’une guide plan symétrique à saut d’indice de réfraction : 
22
.. gainecoeur nnNO −=  Eq. A.3 
où ncoeur est ici l’indice de réfraction de la couche de Nitrure (n4 = 1,95 ou 2,2) et ngaine = n3 ou n5. Dans ces deux 
cas, l’ouverture numérique du guide de Nitrure est supérieure à un et donc on peut considérer que l’émission des 
sources en sortie de la couche mince se fait dans tout le demi-espace soit dans un angle solide de 2π sr. 
L’ouverture numérique de la lame est définie, quant à elle, à partir de l’angle limite de réflexion totale θc entre la 
lame (milieu 5) est le milieu 3 : 
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Eq. A.4 
Etant donné que n3 = 1,33 next = 1 et n5 = 1,51 (voir Figure A.5), on trouve que θverre ≈ 45,6° soit un angle solide 
d’émission de 1,9 sr. 
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Figure A.5. Schéma représentant les deux milieux extérieurs à considérer lors de la propagation de la 
lumière dans la lame de verre d’une part, et d’autre part lors de la sortie du signal vers le détecteur. 
Enfin, la fibre étant ouverte à 0,22, son angle solide d’acceptance est de 0,12 sr. 
A.3. Banc Spectrogoniomètre 
A.3.1. Présentation de banc de mesure 
Le principe de ce banc de mesure est de mesurer le spectre d’émission de sources de lumière (OLED ou cavité 
Fabry Pérot) en fonction de leur angle d’émission. 
Le schéma de ce banc de mesure est le suivant : 
 
Figure A.6. Schéma de principe du banc de mesure "spectro-goniométrique" développé pour la 
caractérisation des effets d’une cavité Fabry Pérot sur les propriétés d’émission d’une OLED. Ce banc composé 
d’un goniomètre et d’un spectromètre à fibre permet de caractériser à la fois les propriétés spectrale et spatiale 
d’émission des échantillons testés. 
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A.3.2. Matériel 
Le dispositif d’excitation des échantillons est composé : 
− d’une diode d'excitation UV TOYODA centré à 370 nm et émettant dans un cône de demi angle au 
sommet de 20. Cette diode est alimentée avec une tension de 5V et est mise en série avec une résistance 
de 180 Ohm, 
− un filtre d'excitation interférentiel : 330WB80 (omega optical), 
− d’un diaphragme de 5 mm de diamètre afin de définir une zone d’excitation plus petite que la largeur 
des marches de nos échantillons, 
− d’un générateur de courant Elc AL991s pour l'alimentation de la diode. Ce générateur a aussi été utilisé 
directement  pour exciter les OLED pompées électriquement réalisées par le DIHS lors de leur 
caractérisation. 
Ce dispositif d’excitation est positionné sur deux platines de translation motorisées Newport MFA25-CC afin de 
permettre de déplacer l’échantillon et l’axe optique de la diode d’excitation au niveau de l’axe de rotation. 
La platine de rotation utilisée est une platine manuelle Newport M-UTR46S au centre de laquelle à été 
positionnée une diode verte de faible puissance afin de pouvoir situé l’axe de rotation de la platine. 
Enfin, le système de collection de la lumière est composé : 
− d’un bras déporté X29 fixe par rapport à la platine de rotation. Cet axe peut donc tourner autour de l’axe 
de rotation de la platine afin de collecter la lumière émise par l’échantillon et ce en fonction de son 
angle d’émission, 
− d’un filtre d'émission passe haut de longueur d'onde de coupure de 400 nm : XF3097 (Schott), 
− d’un objectif de microscope Olympus x10 0.30, UMPlanFI qui permet de focaliser la lumière collectée 
dans la fibre optique du spectrographe, 
− d’une fibre optique multimode de diamètre de cœur de 125 µm 
− d’un spectrographe à fibre refroidi ANDOR Shamrock SR-163 (SR163-GRT-0300-0500) possédant un 
réseau de 300 L/mm et une fente de 100 µm x 3 mm (SR1-SLT-0100-3) pour une résolution de 0,5 nm 
sur une plage de longueur d’onde de 350 à 750 nm. 
A.3.3. Protocole de mesure 
Afin de mesurer précisément le diagramme d'émission de l'échantillon, il est nécessaire que ce dernier soit 
positionné exactement sur l'axe de rotation de la platine de rotation, que le spot d'excitation intercepte 
l'échantillon au niveau de cet axe de rotation, et que le dispositif de collection de la lumière (objectif de 
microscope et fibre optique) soit toujours pointé vers ce même axe. 
Tout d’abord, la réalisation mécanique de notre banc fait que les éléments de collection de la lumière pointent 
systématiquement l’axe de rotation de la platine. 
D’autre part, nous avons placé, par conception mécanique, une diode électroluminescente sur l’axe de rotation de 
la platine afin de pouvoir y positionner précisément notre échantillon grâce aux deux platines de translations 
motorisées. En effet, l’ombre de l’échantillon créée par la diode nous permet de situer l’axe de rotation de la 
Annexe A.  Description dans bancs de mesures 211 
 
 
 
platine et donc d’y positionner notre échantillon (voir Figure A.7). 
a) Mauvais positionnement b) Bon positionnement c) Mauvais positionnement 
Figure A.7. Illustration de l’ombre créée par l’échantillon au dessus de la diode située sur l’axe de 
rotation de la platine. Lorsque l’échantillon est positionné exactement au dessus de cet axe de rotation, l’ombre 
créée par l’échantillon est alors également répartie des deux cotés de l’échantillon (cas b). 
Enfin, ce jeu de platine de translation permet aussi de positionner l’axe optique de la diode d’excitation au 
niveau de l’axe optique des éléments de collection du signal (objectif de microscope et fibre optique) et donc sur 
l’axe de rotation de platine. Il suffit pour cela de maximiser la collection du signal d’excitation lorsque ce dernier 
n’est pas filtré par le filtre en émission situé devant l’objectif de microscope. 
Après avoir aligné l’échantillon, la source d’excitation et la bras de détection par rapport à l’axe de rotation de la 
platine, les mesures sont effectuées de la manière suivante : 
− acquisition d'un spectre de noir, c'est-à-dire avec la diode UV éteinte et le bras de mesure normal à 
l'échantillon (θ = 0°), 
− acquisition d'une mesure pour chaque position du bras de mesure (0°, 5°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30°, 35°, 
40°, 50°, 60°) avec une alimentation de la diode UV de 5V. 
− acquisition d'une mesure pour θ = 0° afin d'estimer la perte de signal due à l'excitation prolongée de la 
couche émettrice (phénomène de phot blanchiment, tenu dans le temps à l'aire libre, …). 
Le dépouillement de ces mesures est ensuite réalisé de la façon suivante : 
− Filtrage des données à partir d'une médiane mobile effectué sur 20 points (la résolution du 
spectrographe étant de 0,47 nm). Pour cela on utilise la fonction medfilt1 sous Matlab. 
− Estimation de l'offset dans la bande 250-350 nm qui ne reçoit aucun rayonnement. Pour cela on calcul la 
médiane des données filtrées dans cet intervalle. 
− Soustraction de l'offset à l'ensemble des données filtrées. 
− ajustement des données filtrées à l'aide d'un polynôme de degré 20.  
− Le diagramme d'émission est ensuite calculé en intégrant les différents spectres obtenu pour un 
échantillon entre deux longueurs d’onde que l’on défini en fonction du mode de cavité que l’on veut 
caractériser. Généralement on a effectué cette intégration sur le domaine λem +/- 2 nm, où λem est la 
longueur d’onde de résonance de la cavité à 0°, afin de mesurer le diagramme d’émission de la 
résonance principale de la cavité.  
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Ombre créée par 
l'échantillon 
  
 
 
Annexe B. Détermination de la densité 
de puissance spectrique d’une source 
Soit une source caractérisée par une densité de puissance DPex mesurée après le filtre d’excitation pour une 
surface de 1 mm² et à une distance e de la source. 
Compte tenu des non linéarités importantes des mesureurs de puissance selon la longueur d’onde, la méthode 
que l’on va décrire ici permet de déterminer la densité de puissance spectrique de la source sans utiliser de 
spectromètre calibré en puissance. 
La distribution spectrale de la densité de puissance de la source peut être calculée en utilisant les spectres 
normalisés de la source et du filtre d’excitation. Définissons la surface Σ du spectre de la source normalisée à 1 
filtrée entre les longueurs d’onde de coupure basse et haute du filtre d’excitation : 
( ) ( )∫ ⋅⋅=∑
2
1
λ
λ
λλλ dTS Fex  
Eq. B.1 
où λ1 et λ2 sont les longueurs d’onde de coupure basse et haute du filtre d’excitation (en m), S le spectre 
d’émission de la source normalisé à 1 et TFex est le spectre de transmission du filtre d’excitation normalisé à 1 
En supposant que la réponse du mesureur de puissance est linéaire dans l’intervalle [λ1 ; λ2 ] (∆λ ≈ 40 nm), la 
densité de puissance mesurée au niveau d’un plot est proportionnelle à cette surface : 
∑⋅= exPexD α  
Eq. B.2 
où αex est le facteur de proportionnalité liant les deux grandeurs. 
soit : 
∑
=
Pex
ex
D
α  
Eq. B.3 
En l’absence de filtre, on a : 
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Eq. B.4 
et : 
'∑
=
Pex
s
D
α  
Eq. B.5 
où : 
− Σ’ est la surface du spectre de la source de la source non filtrée entre les longueurs d’onde 
de coupure basse et haute du filtre d’excitation, 
− TFex est le spectre de transmission du filtre (non normalisé), spectre expérimental 
(impératif) 
− αs le facteur permettant de déterminer la densité de puissance de la source pour chaque 
intervalle de longueur d’onde (analogue de αex avec filtre, voir équation B.3). 
La densité de puissance d’émission de la source en fonction de la longueur d’onde est alors (sans le filtre 
d’excitation) donnée par : 
( ) ( )λαλ SD sP ⋅=  Eq. B.6 
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τ
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Résumé 
 
Afin de répondre aux contraintes des nouveaux champs d’applications des biocapteurs, le laboratoire LISA a 
développé un lecteur optique de fluorescence pour des immunoanalyses permettant une détection en continue. 
Cet instrument, dont le support de la réaction biologique est une lame de verre, utilise le couplage de la 
fluorescence en champ proche dans celle-ci. Mon travail de thèse a consisté à rechercher les possibilités 
d’améliorer les performances de compacité, de robustesse et d’adaptabilité du système en cherchant à intégrer les 
sources d’excitation de type OLED dans la lame de verre. La recherche d’une configuration adaptée à nos 
contraintes de détection nous a d’autre part poussé à étudier la répartition de l’émission de molécules 
fluorescentes à l’interface d’un substrat stratifié. 
Pour ce faire, un modèle théorique basé sur la décomposition en ondes planes de l’émission d’un dipôle a été 
développé. Ce modèle nous a permis d’étudier à la fois les propriétés d’émission de sources organiques de types 
OLED ainsi que celles de molécules fluorescentes situées à l’interface d’un milieu massif recouvert ou non par 
une couche mince.  
Une étude expérimentale et théorique de sources organique situées à l’intérieur d’une cavité Fabry Pérot a 
permis de fournir des réponses concrètes aux deux principaux défauts inhérents aux OLED pour leur intégration, 
la directivité angulaire d’émission et la largeur spectrale. Enfin, l’étude de lame de verre recouverte par une 
couche mince de Nitrure de Silicium a montré qu’il était possible d’améliorer le rapport signal sur bruit du 
détecteur et a permis de valider la configuration de l’instrument mis au point au laboratoire. 
 
Mots clef : 
Biocapteurs, fluorescence, Couplage champ proche, OLED, dipôle, cavité Fabry Pérot. 
 
 
 
Abstract 
 
To meet requirements of field-oriented applications, the LISA laboratory has developed and characterized a 
simple, multiplex, and portable array biosensor. Its central element is a glass slide functionalised with different 
captures probes which acts both as the biological active sensor, and as the waveguide in which the excited 
fluorescence is guided by total internal reflections to the detector directly interfaced at the end face. 
To reach a very low limit of detection and to improve the compactness and robustness of the system, efforts have 
been focused on how to enhance the efficiency of the transducer device, and on how to integrate the excitation 
sources in the device component. 
Models based on a classical approach and plane wave decomposition has been developed in order to study the 
emission properties of fluorescent dyes placed at the interface of dielectrics medium and placed inside Fabry 
Perot cavities. 
We also demonstrate with these models and experimental studies that the use of a Silicon Nitride thin layer 
(Si3N4) at the surface of the glass slide enables to improve the signal to noise ratio, thus the detection limit, of the 
fluorescence signal detected. On the other hand, we demonstrate that the use of microcavities enables to 
overcome the two principals’ issues that could limit the integration of Organic Light Emitting Device (OLED): 
the low directivity of these kinds of sources and the filtering need of our detection system. That allowed us to 
validate our instrumental configuration and to define some critical parameters to improve the directionality and 
the spectral width of OLED for their integration in the device. 
 
Keywords: 
Biosensors, fluorescence, near field coupling, OLED, dipole, Fabry Perot cavity 
 
 
